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1.1 Einfluss des Hepatitis A-Virus auf die Blutzellbildung 
1.1.1 Hepatitis A-Virus: Pathogenese und Klinik 
Das Hepatitis A-Virus (HAV) gehört zur Familie der Picornaviridae und wird in dieser 
Gruppe als einziges Virus dem Genus der Hepatoviren zugeordnet. Das Virus tritt weltweit 
auf, ist aber aufgrund des fäkal-oralen Übertragungsweges gehäuft in Gebieten mit geringem 
hygienischen Standard zu finden[1].  
Über den Gastrointestinaltrakt gelangt das Virus auf bisher noch nicht vollständig geklärtem 
Wege zur Leber, die das Zielorgan des Virus darstellt. Als Rezeptor für das Virus steht der 
TIM-1 Rezeptor zur Diskussion[2], wobei dieser nicht ausschließlich auf Leberzellen 
exprimiert wird und so nicht den Hepatotropismus erklärt. Ein weiterer Rezeptor, der mit dem 
Transport von HAV zur Leber in Verbindung gebracht werden kann, ist der Immunglobulin A 
spezifische Asialoglykoprotein-Rezeptor (ASGPR)[3], welcher in großem Maße auf 
Hepatozyten exprimiert wird. So konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass mit IgA 
komplexiertes HAV effektiver die Leber erreicht als freies HAV[4]. Nach der Replikation im 
Zytoplasma der Hepatozyten und dem Assembly neuer Viruspartikel verlassen die neu 
gebildeten Virionen über einen bisher unbekannten nicht-lytischen Mechanismus die Zellen 
und werden über die Galle in den Gastrointestinaltrakt ausgeschieden[1]. 
Wie in Abb. 1.1 dargestellt, kommt es bereits während der zwei- bis sechswöchigen 
Inkubationszeit zur Ausscheidung großer Mengen Virionen über die Faeces, wobei die 
Viruslast kurz vor Ausbruch der ersten Erkrankungsanzeichen am höchsten ist. Eine Virämie 
ist in der Regel nur während weniger Tage vor dem Ausbruch der Symptome bis in die frühe 
Phase der Hepatitis zu detektieren, wobei die Virus-Titer im Blut geringer sind als im Stuhl[1]. 
Das Prodromalstadium, welches normalerweise 4–6 Tage anhält, ist durch das Auftreten 
unspezifischer Symptome wie Übelkeit, Erbrechen, Müdigkeit, Beschwerden im rechten 
oberen Quadranten des Rumpfes, Durchfall und Fieber gekennzeichnet. Diese Symptome 
klingen mit einsetzendem Ikterus ab, der durch dunklen Urin sowie grau gefärbten Stuhl 
begleitet wird und das Auftreten einer Leberentzündung anzeigt. Die Zerstörung der 
Leberzellen wird jedoch nicht durch das Virus selbst verursacht, sondern ist 
immunpathogenetisch bedingt. Die infizierten Hepatozyten werden durch zytotoxische T-
Zellen[5–6] (CTLs) und möglicherweise auch Natürliche Killer-T-Zellen[7] erkannt und 
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zerstört. Als Folge der akuten Hepatitis können im Blut erhöhte Aminotransferase-Werte 
(ALT (Alanin-Aminotransferase) und AST (Aspartat-Aminotransferase)) sowie Bilirubin-
Mengen gemessen werden. Nach dem Eintreten der Leberentzündung klingt die 
Ausscheidung der Viren ab, wobei noch über mehrere Wochen geringe Mengen Virus in 
Stuhl und Blut detektiert werden können[1]. 
Vor allem bei Kindern verläuft eine Infektion oft inapparent, wohingegen bei über 70 % der 
Erwachsenen klinische Symptome auftreten. In seltenen Fällen wird eine fulminante Infektion 
beobachtet. Neben den gewöhnlichen Verläufen einer Hepatitis A-Infektion kommt es in 8,5–
15 % der Fälle zu prolongierten Verläufen, welche durch eine bis zu 17 Wochen anhaltende 





Abb. 1.1 Humorale Immunantwort und klinische Parameter während einer HAV-Infektion. Abgebildet ist 
der zeitliche Verlauf verschiedener klinischer Parameter, wie beispielsweise das Vorkommen von 
Transaminasen im Blut (Leberenzyme) und des Ikterus. Die IgA-, IgM- und IgG-Antikörperantworten sind als 
relative Titer im Blut während der Infektion zu verstehen (sIgA: Serum IgA; SIgA: sekretorisches IgA). Für 
weitere Erläuterungen siehe Text 1.1.1. Verändert nach Dotzauer, 2008[1] und Dotzauer & Krämer, 2012[8]. 
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Eine weitere Form der klinischen Ausprägung bei einer HAV-Infektion stellen die 
relapsierenden Verläufe dar, die bei bis zu 20 % der Infizierten auftreten. In diesen Fällen 
kommt es nach der ersten Infektion und dem Abklingen der Symptome sowie nach 
Normalisierung der Leberwerte 30–90 Tage später zu einem erneuten Auftreten der 
Krankheit, wobei der Verlauf dem der ersten Infektion gleicht[1]. Eine mögliche Erklärung für 
das Auftreten dieser relapsierenden und auch der prolongierten Verläufe geben Dotzauer et al. 
in ihrer Publikation von 2012[4]. Demnach wird HAV, welches über die Galle in den Darm 
ausgeschieden wird, durch HAV-spezifisches Serum IgA gebunden, welches ebenfalls über 
die Galle in den Darm gelangt. Durch reverse Transzytose über den IgA-spezifischen pIgR 
(polymerer Immunglobulinrezeptor) wird der Übertritt vom Darmlumen in den Organismus 
und somit ein Transport zur Leber ermöglicht[9]. Durch Bindung an den auf Hepatozyten 
exprimierten, IgA-spezifischen ASGPR würde dann eine erneute Infektion der Leber an einer 
anderer Stelle als der primären Infektion stattfinden[3]. Ein wichtiger Punkt, der für dieses 
Modell der Reinfektion spricht, ist, dass eine HAV-Infektion von einer für Picornaviren 
unüblich hohen Serum IgA-Antwort begleitet wird[8]. 
IgA-Antikörper lassen sich ebenso wie HAV-spezifische IgM-Antikörper bereits mit dem 
Einsetzen der ersten Symptome detektieren. Im Gegensatz zum IgM, welches in der Regel 
nach 3 Monaten nicht mehr nachweisbar ist, lassen sich auch nach 5 Jahren noch IgA-
Antikörper im Blut finden. HAV-spezifische IgG-Antikörper können zwar auch bereits nach 
3 Wochen detektiert werden, jedoch wird der maximale IgG-Titer und somit ein Schutz gegen 
eine Neuinfektion erst nach 4 Monaten erreicht[1]. 
Eine häufige extrahepatische Manifestation der HAV-Infektion ist eine früh während der 
Infektion auftretende Veränderung des Blutbildes, die durch einen Abfall von Leukozyten und 
Thrombozyten gekennzeichnet ist[10]. In seltenen Fällen kommt es auch zu aplastischen 
Anämien (AA), die in über 90 % tödlich verlaufen[11–12]. 
 
1.1.2 HAV und Störung der Hämatopoese 
Die vorübergehende Beeinflussung der Hämatopoese während der Infektion mit HAV wurde 
bereits zum Zeitpunkt der Entdeckung des Virus beschrieben und auch neuere Studien 
bestätigen diese Tatsache. Es kommt zur Abnahme aller Blutzelllinien im Blut mit Ausnahme 
der Monozyten[10]. In einer koreanischen Studie, in der 419 Patienten mit akuter Hepatitis 
(HAV-IgM positiv) untersucht wurden, zeigte sich, dass in über 20 % der Fälle eine 
Leukopenie auftrat. In über 39 % der Patienten ließ sich außerdem eine milde 
Thrombozytopenie nachweisen[13]. 
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In der Regel handelt es sich bei diesem Abfall der Thrombozyten und Leukozyten um ein 
transientes Ereignis, das kurz vor Einsetzen der Symptome beginnt[10]. In der Abb. 1.1 ist zu 
erkennen, dass sich diese vorübergehende Reduktion der Blutzellen zeitlich mit der Phase der 
Virämie deckt. 
Die Ursache dieses Phänomens konnte bis heute nicht geklärt werden. Jedoch beschrieben 
Busch et al. bereits 1987 in einer Untersuchung, dass HAV einen inhibitorischen Effekt auf 
die in vitro Hämatopoese ausübt. Die Kultivierung von Knochenmarkzellen mit HAV zeigt, 
dass sich die Anwesenheit von HAV, abhängig von der Dosis und Dauer der Inkubation, 
negativ auf die hämatopoetischen Progenitorzellen auswirkt. So werden die 
Knochenmarkvorläuferzellen CFU-GM (colony-forming units granulocyte-macrophage), 
BFU-E (burst forming units erythrocytes) und CFU-GEMM (colony-forming units 
granulocyte-erythroid-monocyte-megakaryocyte) stark in ihrer Proliferation gehemmt[14].  
Auf dieser Studie aufbauende Arbeiten legten offen, dass die fibroblasten-ähnlichen 
Stromazellen in Langzeitknochenmarkkulturen (LTBMCs) mit HAV infizierbar sind und dass 
es in LTBMCs zu einer produktiven Infektion kommt, was durch einen Anstieg des HAV-
Titers im Überstand der Kulturen über einen Zeitraum von 8 Wochen gezeigt ist. Obwohl 
keine Unterschiede bezüglich der Ausbildung von Hämatopoese-aktiven Bereichen 
(cobblestone areas) und der Anzahl nicht-adhärenter Zellen beobachtet wurden, kommt es in 
den HAV-infizierten LTBMCs zu einer nahezu vollständigen Reduktion der CFU-GM 
Progenitor-Zellen und zu einer vermehrten Produktion von monozytären Zellen.  
Des Weiteren wurde überprüft, ob infizierte Zellen IFNγ und TNF-α sezernieren. Diese 
beiden Zytokine wirken in der Regel inhibierend auf die Hämatopoese. Eine Sezernierung von 
IFNγ und TNF-α durch infizierte Zellen wurde jedoch nicht gezeigt. Somit kann 
ausgeschlossen werden, dass die Hemmung der Hämatopoese in Anwesenheit von HAV auf 
diese Zytokine zurückzuführen ist[15–16]. 
Diese Untersuchungen zur Inhibition der Hämatopoese durch HAV wurden 2002 von 
Wünschmann et al. fortgeführt, wobei in dieser Arbeit der Fokus auf den Monozyten lag und 
neben LTBMCs auch primäre periphere Monozyten mit HAV infiziert wurden. In der Regel 
adhärieren Monozyten in vitro an die Oberfläche von Zellkulturgefäßen. Nach einer 
Inkubation mit HAV war diese Plastikadhärenz der Monozyten signifikant niedriger als in 
nicht-infizierten Ansätzen. Weitere Untersuchungen offenbarten, dass die Monozyten-zu-
Makrophagen-Differenzierung, welche mit einem Anstieg der phagozytotischen Aktivität der 
Zellen einhergeht, gestört ist. So war die Phagozytoserate in den HAV-infizierten Ansätzen 
im Vergleich zu den Kontrollzellen merklich reduziert. Dieser Nachweis der reduzierten 
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Phagozytosekapazität durch die Anwesenheit von HAV wurde nicht nur in peripheren 
Monozyten, sondern auch in LTBMCs erbracht. Hier zeigte sich, dass die Anzahl an 
phagozytierenden Zellen im Stroma stark reduziert war[17]. 
Ein weiterer Hinweis, dass das Virus tatsächlich mit der Monozyten-Differenzierung 
interferiert und Monozyten auch infiziert, ist die Existenz von HAV in den Überständen 
infizierter Monozytenkulturen. Der Nachweis erfolgte in diesem Fall indirekt durch Titration 
der Überstände auf HFS-10-Zellen, wobei die Virusproduktion mit der Inkubationsdauer der 
infizierten Monozytenkulturen über 2 Wochen anstieg. Nach 3 Wochen konnte durch eine 
indirekte Immunfluoreszenz zusätzlich Virus in einigen Monozyten nachgewiesen werden[17]. 
Diese Effekte einer HAV-Infektion konnten nicht nur in primären Monozyten, sondern auch 
nach Inkubation der monozytären U937 Zelllinie beobachtet werden. So konnten auch diese 
Zellen produktiv mit HAV infiziert werden. Weiterhin ließ sich die in U937-Zellen durch 
PMA induzierbare, morphologische Reifung zu Makrophagen durch Inkubation der Zellen 
mit HAV inhibieren[18].  
Diese Beobachtungen ließen die Vermutung zu, dass der Einfluss von HAV auf die 
Monozyten-zu-Makrophagen-Differenzierung nicht nur eine indirekte Folge der Infektion, 
sondern Ursache für die Störung der Myelopoese in vivo sein könnte.  
 
1.1.3 Makrophagen im Knochenmark 
Knochenmarksmakrophagen können unter pathologischen Bedingungen sowohl katabole als 
auch anabole Auswirkungen auf Knochen ausüben, da sie in enger Kommunikation mit den 
Osteoclasten und Stromazellen für die Modellierung des Knochenmarks sorgen[19]. So ist 
bereits bekannt, dass die Makrophagen des Knochenmarks die Cyclooxygenase-2 (COX2) 
exprimieren und somit auch für das Vorkommen des Hauptprodukts Prostaglandin E2 (PGE2) 
verantwortlich sind[20]. Dies führt zur erhöhten Expression des Chemokins CXCL12 in 
Stromazellen. CXCL12 ist für die Rückhaltung der hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) 
im Knochenmark und deren Ruhigstellung essentiell[20–21]. Außerdem wird durch PGE2 die 
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in hämatopoetischen Stamm- und 
Progenitor-Zellen (HSPCs) reduziert[20]. Ein geringer ROS-Gehalt ist ein Marker für das 
Potential von HSPCs den LT-HSC (Langzeit-HSC)-Pool durch Repopulation 
aufrechtzuerhalten und so ein Verarmen des HSC-Pools zu verhindern[22]. Die Depletion von 
Makrophagen führte in Mausmodellen zur vermehrten Freisetzung von Stammzellen sowie 
Progenitoren ins Blut[23–24]. Dies zeigt, dass Makrophagen ein wichtiger Bestandteil des 
  Einleitung 
6 
Knochenmarks sind und an der Feinregulierung der Hämatopoese mitwirken (siehe auch Abb. 
1.3). 
Eine durch Monozyten-zu-Makrophagen-Differnzierungsstörung resultierende Depletion an 
Makrophagen könnte zu Veränderungen im Microenvironment des Knochenmarks führen, 
wodurch in der Folge das Gleichgewicht der Hämatopoese gestört wäre, was wiederum in 
Veränderungen des Blutbildes resultieren würde. 
 
1.1.4 HAV und IRF7 
Ein essentieller Transkriptionsfaktor für die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen 
ist der Interferonregulierende Faktor 7 (IRF7). So konnten Lu und Pitha 2001 zeigen, dass 
durch die Expression einer dominant negativen Form des IRF7 die Differenzierung der 
Monozyten Modellzelllinie U937 zu Makrophagen inhibiert wird, wohingegen eine 
Überexpression von IRF7 die Monozyten-zu-Makrophagen-Differenzierung induziert[25]. 
Das Hepatitis A-Virus ist bekannt für seine hemmende Funktion auf die Interferon-
Expression[26]. Untersuchungen zeigten, dass der zugrunde liegende molekulare Mechanismus 
auf der Inhibition des Signalwegs beruht, der zur Aktivierung des Interferonregulierenden 
Faktors 3 (IRF3) führt[27–28]. 
Untersuchungen zur Struktur-Funktionsbeziehung von IRF3 und IRF7 zeigen, dass beide 
Faktoren hinsichtlich ihrer Aktivierung und der Signaltransduktion Ähnlichkeiten aufweisen. 
Bei beiden Faktoren wird die induzierbare Aktivität durch Phosphorylierungen an 
spezifischen Serin-Resten am C-Terminus reguliert und resultiert in der Translokation des 
phosphorylierten Proteins in den Kern. Die C-terminalen Regionen der beiden Proteine 
weisen einen hohen Homologiegrad auf und dimerisieren nach Phosphorylierung über diese 
Regionen. Weiterhin resultiert bei beiden Faktoren die Substitution bestimmter 
phosphorylierbarer Serinreste mit phosphomimetischem Aspartat in einer konstitutiv aktiven, 
mutanten Form des Faktors. Es wird vermutet, dass diese Serinreste an der Interaktion mit der 
aktivierenden Kinase beteiligt sind[29]. Insgesamt lassen die parallelen Ergebnisse, die bei 
diesen Struktur-Funktionsuntersuchungen mit IRF3 und IRF7 erhalten wurden, die 
Vermutung zu, dass beide Faktoren durch die gleiche Kinase phosphoryliert und damit 
aktiviert werden. 
So lag der Schluss nahe, sich in weiteren Untersuchungen auf eine mögliche Interferenz von 
HAV mit dem für die Monozyten-zu-Makrophagen-Differenzierung essentiellen IRF7 zu 
konzentrieren. Wie 2009 von Sonja Händschke gezeigt wurde, kann HAV tatsächlich die 
IRF7-Aktivierung hemmen. FRhK-4-Zellen, welche kein endogenes IRF7 exprimieren, 
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wurden stabil mit GFP-markiertem IRF7 transfiziert. Eine Infektion dieser Zellen mit dem 
Newcastle-Disease-Virus (NDV) resultiert dabei in einer Phosphorylierung und somit 
Aktivierung des IRF7 und anschließender Translokation in den Nucleus. Die 
Kerntranslokation des Faktors kann in mit HAV infizierten FRhK-4 GFP-IRF7-Zellen nach 
der Induktion durch NDV jedoch nicht beobachtet werden[30]. 
Bemühungen, diese Experimente auf monozytäre U937-Zellen zu übertragen, scheiterten. 
Zwar ließ sich die von Lu und Pitha beschriebene Translokation von endogenem IRF7 nach 
Stimulierung der Zellen durch PMA (12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat) erkennen, 
jedoch gelang es nicht, die Zellen mit HAV zu infizieren. Die Infektion von U937-Zellen 
sowie primären peripheren humanen Monozyten gestaltet sich anscheinend generell als 
schwierig und nicht zuverlässig reproduzierbar[30–32]. 
In dieser Arbeit sollte daher das HAV an die monozytären Zellinien U937 und THP-1 durch 
Passagieren des Virus an die Zellen angepasst werden, um ein mit HAV infizierbares 
Monozytenmodell zu etablieren. In einem solchen Modell könnte dann die Arbeit bezüglich 
der Untersuchung zur Inhibierung der IRF7-Aktivierung durch HAV im Zusammenhang mit 
der gestörten Monozyten-zu-Makrophagen-Differenzierung fortgesetzt werden. 
 
1.1.5 HAV und Siglec-7 und -9 
Eine weitere Arbeitsthese, die die Störung der Monozyten-zu-Makrophagen-Differenzierung 
erklären könnte, ist die Beeinflussung der Expression von Siglec-7 (sialic acid binding Ig-like 
lectin-7) und Siglec-9 durch HAV.  
Sarang Limaye konnte in seiner Dissertation[33] zeigen, dass eine Inkubation von primären 
peripheren humanen Monozyten mit HAV bereits nach 20 min zur Hochregulierung von 
Siglec-7 und Siglec-9 auf der Oberfläche der Zellen führte. Diese Veränderung war abhängig 
von der Zeit der Inkubation und der MOI. Nach 24 Stunden Inkubation mit HAV stieg die 
detektierte Siglec-7 bzw. -9 Expression auf der Oberfläche der Zellen, im Vergleich mit 
unbehandelten Monozyten, um über 100 % an. Andere Viren, wie Influenza-Viren, 
Coxsackie-Viren oder NDV (Newcastle-Disease-Virus), deren Effekte auf die Siglec-
Expression auf Monozyten ebenfalls in dieser Studie untersucht wurden, führten nicht zu 
solch drastischen Veränderungen der Siglec-Expression[33]. 
Siglecs sind Lektine, die der Immunglobulin-Superfamilie angehören. Hauptcharakteristikum 
dieser Oberflächenproteine ist ihre Fähigkeit, mit Sialinsäuren, die an Glykokonjugate auf der 
Zelloberfläche gebunden sind, zu interagieren. Siglecs können in zwei Familien unterteilt 
werden. Wobei die Siglecs 1, 2, 4 und 15 eine Familie bilden und strukturell von den Siglecs, 
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die der CD33-verwandten Gruppe angehören, abgegrenzt werden können (ausführliche 
Reviews siehe: Crocker et al., 2011[34]) sowie von Gunten et al., 2008[35]).  
Siglecs unterscheiden sich in ihrer Spezifität für Sialinsäure-haltige Liganden und werden 
hauptsächlich durch Zellen exprimiert, die dem Immunsystem angehören, wobei die meisten 
Siglecs als inhibitorische Rezeptoren auf Zellen des angeborenen Immunsystems exprimiert 
werden. Die Bindung erfolgt sowohl an Lektine auf derselben Zelloberfläche (cis-Bindung) 
als auch zwischen Siglecs und Lektinen, die durch andere Zelltypen oder Pathogene 
exprimiert werden (trans-Bindung).  
Zu der Gruppe der CD33-verwandten Siglecs gehören auch die Siglecs-7 und -9. Diese beiden 
besitzen hohe Sequenz- und Strukturhomologie[36]. In Abb. 1.2 ist die Struktur dieser beiden 
Siglecs schematisch dargestellt. 
 
 
Abb. 1.2 Struktur der Siglecs-7 und -9. Beide Siglecs verfügen über eine N-terminal gelegene extrazelluläre 
V-Set Domäne, über die die Sialinsäurebindung erfolgt, sowie zwei ebenfalls extrazellulären C2-Set Domänen, 
die über eine Transmembrandomäne mit dem intrazellulären ITIM (Immunrezeptor-Tyrosin-basierendes 
inhibitorisches Motiv) bzw. ITIM-ähnlichen Motiven verbunden sind. Die ITIMs sind für die inhibitorische 
Funktion der Siglecs verantwortlich, indem sie Tyrosinphosphatasen rekrutieren. Die Tyrosinphosphatasen 
inhibieren dann die durch ITAMs (Immunrezeptor-Tyrosin-basierendes aktivierendes Motiv) eingeleitete 
Signalkaskade. 
 
Am extrazellulären N-terminalen Ende verfügen sie über die für Siglecs typische V-Set 
Immunglobulin (Ig)-Domäne, die für die Bindung von Sialinsäuren verantwortlich ist. 
Ebenfalls extrazellulär liegen die zwei C2-Set Ig-Domänen, die über eine Transmembran-
Domäne mit dem ITIM (Immunrezeptor-Tyrosin-basierendes inhibitorisches Motiv) und dem 
ITIM-ähnlichen Motiv im Zytoplasma der Zelle verbunden sind[36]. Für diese Motive ist 
generell bekannt, dass sie eine inhibitorische Funktion auf aktivierend wirkende Rezeptoren 
ausüben, die ein ITAM-Motiv (Immunrezeptor-Tyrosin-basierendes aktivierendes Motiv) 
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besitzen[37]. Nach der Aktivierung oder Bindung des Liganden kommt es zur 
Phosphorylierung des ITIMs durch Tyrosinkinasen der Src-Familie. Die phosphorylierten 
ITIMs weisen dann eine erhöhte Affinität für Tyrosinphosphatasen, wie zum Beispiel SHP-1 
(Src Homologie 2 Domäne tragende Phosphatase) oder SHIP (SH2 tragende Inositol 
Polyphosphatat 5-Phosphatase), auf, die wiederum die Weiterleitung der durch ITAMs 
aktivierten Signalkaskaden unterdrücken[37]. 
Das Expressionsmuster der einzelnen Siglecs variiert abhängig vom Zelltyp. So wurde bisher 
für Siglec-7 die Expression auf natürlichen Killerzellen (NK), Monozyten, CD8+-T-Zellen und 
Dendritischen Zellen (DC) gezeigt. Siglec-9 kommt vor allem auf B-Zellen, NK-Zellen, 
Monozyten, Neutrophilen und CD8+-T-Zellen vor[36, 38–40]. 
Untersuchungen an der Modellzelllinie U937 weisen klar auf den suppressiven Charakter von 
Siglec-7 und -9 hin. U937-Zellen differenzieren nach der Induktion mit TPA 
(Tetradecanoylphorbol-13-Acetat) zu Makrophagen-ähnlichen Zellen, die nach der 
Aktivierung durch LPS (Lipopolysachcharid) COX2 exprimieren. U937-Zellen, die mit 
Siglec-7 oder -9 transfiziert und in gleicher Weise behandelt wurden, jedoch zusätzlich mit 
Siglec-7 bzw. -9 spezifischen Antikörpern, welche als Liganden-Agonisten fungieren, 
inkubiert wurden, zeigten eine verminderte Expression von COX2 sowie PGE2, welches, wie 
schon erwähnt, durch COX2 produziert wird. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Funktion 
aktivierter Makrophagen durch Siglec-7 und -9 inhibiert werden kann[41]. 
Was die endogene Expression von Siglec-7 und Siglec-9 auf Makrophagen betrifft, existieren 
verschiedene Befunde. So wurde von Lock et al. 2004 publiziert, dass es nach einer durch M-
CSF (macrophage colony-stimulating factor) ausgelösten Differenzierung von humanen 
Monozyten zu Makrophagen zu keiner Veränderung der Siglec-7 bzw. -9 Expression 
kommt[42]. Im Gegensatz zu diesen Befunden konnten Miyazaki et al. 2012 zeigen, dass 
20 Tage nach der Induktion der Differenzierung durch M-CSF kein Sigelc-7 oder -9 auf den 
Makrophagen-ähnlichen Zellen mehr detektiert werden kann. Für Makrophagen des Darms 
konnte gezeigt werden, dass der Großteil der Population zwar Siglec-7, jedoch kein Siglec-9 
exprimiert[41]. 
Diese Datenlage lässt Raum für Spekulationen. So ist beispielsweise vorstellbar, dass HAV 
ähnlich auf die Siglec-7 und -9 Expression von Makrophagen wirkt, wie es für Monozyten 
gezeigt wurde. So könnte die Funktion der Knochenmarksmakrophagen bezüglich der COX2-
Expression durch die inhibitorisch wirkenden Siglecs-7 und -9 reduziert werden. Wie schon 
im vorherigen Abschnitt 1.1.3 beschrieben und in Abb. 1.3 B schematisch dargestellt, könnte 
durch eine solche Funktionsstörung der residenten Makrophagen das Gleichgewicht der 
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Hämatopoese durch den Übertritt von HSCs und HSPCs ins Blut gestört werden und die sich 




Abb. 1.3 Makrophagen im Knochenmark und HAV. A Makrophagen exprimieren die Cyclooxygenase 2, die 
für die Produktion von Prostaglandin E2 (PGE2) verantwortlich ist. PGE2 führt in Stromazellen zur 
Hochregulierung des Chemokins CXCL12, das essentiell für die Rückhaltung der Kochenmarkstammzellen 
(HSC) ist. Für weitere Erläuterungen siehe Abschnitt 1.1.3. B Durch eine Hochregulierung von Siglec-7 und -9 
könnte die Produktion von COX2 inhibiert werden. C Eine Störung der Monozyten-zu-Makrophagen-
Differenzierung durch HAV könnte in einer Depletion der Knochenmarksmakrophagen resultieren. B, C Solche 
Fehlfunktionen oder Depletionen könnten das in A dargestellte Gleichgewicht stören, so dass es zur vermehrten 
Freisetzung von HSC und Progenitoren ins Blut käme und die Bildung von Blutzellen im Knochenmark gestört 
wäre.  
 
Ein anderes Modell, welches die Störung der Hämatopoese im Zusammenhang mit der 
Hochregulierung der Siglecs auf Monozyten durch HAV erklären könnte, ist, dass durch eine 
vermehrte Expression der Siglecs die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen 
generell gestört wird. Eine solche Inhibition der Differenzierung könnte dazu führen, dass es 
nicht zu einer Erneuerung von funktionslosen residenten Makrophagen des Knochenmarks 
kommt. Diese Hypothese ist in Abb. 1.3 C dargestellt.  
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Ein weiterer interessanter Aspekt, der sich aus dem Befund ergibt, dass HAV die Siglec-
Expresssion auf Monozyten verstärkt, ist, dass neben Monozyten auch CD8+ T-Zellen Siglec-
7 und -9 exprimieren[38, 43] und dass HAV auch mit der Siglec-7 und -9 Expression dieser 
Zellen entsprechend interferieren könnte. Dadurch würde die Lyse und die damit verbundene 
Eliminierung des Virus durch CD8+-zytotoxische T-Zellen[5] durch HAV beeinflusst. 
 
Da HAV sehr langsam repliziert, ist es darauf angewiesen, der Immunantwort zumindest 
solange zu entgehen, bis eine Verbreitung neuer Virionen über die Faeces sichergestellt ist. 
Die erfolgreiche Inhibierung des Interferonsystems durch das Virus ist belegt[26], jedoch wäre 
in Zusammenhang mit den Siglecs auch ein Mechanismus der Unterdrückung oder zumindest 




Abb. 1.4 HAV, Siglecs und CD8+-zytotoxische T-Zellen. A Während der Infektion werden die infizierten 
Hepatozyten durch CD8+-T-Zellen erkannt und lysiert. B Hypothese: Würde HAV zu einer Hochregulierung der 
Expression der Siglecs-7 und -9 führen, könnte es zu einer Inhibierung der Aktivierung von T-Zell Rezeptoren 
(TCR) kommen. Die CD8+-T-Zellen wären in ihrer Funktion beeinträchtigt, was zu einem längeren Bestehen der 
infizierten Hepatozyten und einer längeren Produktion von Virionen führen würde. 
 
Die Aktivierung bzw. Signalweiterleitung von CD8+-zytotoxischen T-Zellen erfolgt über den 
T-Zellrezeptor. Studien, die mit Siglec-7- bzw. -9 transfizierten T-Zellen durchgeführt 
wurden, zeigten, dass die Aktivierung dieses Rezeptors und somit auch die zytotoxische 
Aktivität der Zellen durch eine Überexpression von Siglec-7 und -9 verhindert wird[38]. 
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Wenn HAV nun ähnliche Effekte auf die Expression der Siglecs-7 und -9 auf CD8+-T-Zellen 
ausübt wie für die Monozyten beschrieben wurde, könnte dies die zytotoxische Aktivität der 
CD8+-T-Zellen hemmen. In Abb. 1.4 ist diese Hypothese schematisch dargestellt. Eine solche 
Hemmung würde dem Virus, wie schon die Inhibierung des Interferonsystems, die 
Möglichkeit verschaffen, die Phase der produktiven Infektion zu verlängern und die 
endgültige Eliminierung hinauszuzögern. 
 
1.2 IgA als Trägermolekül für Antigene zum Thymus 
 
1.2.1 Erläuterung der Hypothese 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, Grundlagen zur Beantwortung der Fragestellung zu 
schaffen, ob IgA als Transportmolekül für Antigene zum Thymus dient und damit einen 
Beitrag zur Entstehung der zentralen Toleranz leistet.  
Diese Hypothese, hat sich auf vorhergehenden Ergebnissen basierend entwickelt, die während 
der Dissertation von Alke Heitmann entstanden. Thema dieser Arbeit waren Untersuchungen 
zum Gewebetropismus des Hepatitis A-Virus unter besonderer Berücksichtigung der Leber, 
die das Hauptzielorgan von HAV ist. In diesem Zusammenhang wurde im Mausmodell 
untersucht, wie die Bindung von HAV an die Immunglobuline A und G den Transport von 
HAV zur Leber beeinflusst.  
C3H Mäusen wurde intraperitoneal Inokulum injiziert, welches HAV oder mit IgA bzw. IgG 
komplexiertes HAV enthielt. Vier Tage nach der Inokulation wurde über einen PCR basierten 
Nachweis ermittelt, wie viel HAV-RNA (positiv Strang) in verschiedenen Geweben 
vorhanden war (genaue Durchführung siehe Heitmann, 2008[44]). Als Kontrolle wurden neben 
der Leber auch weitere Organe wie Milz, Niere, Gekröse und der Thymus entnommen und 
getestet. Ein repräsentativer Teil der Ergebnisse ist in Abb. 1.5 dargestellt.  
Es konnte gezeigt werden, dass HAV/IgA-Komplexe (HAV/IgA) effektiver die Leber 
erreichen als freies HAV oder HAV/IgG-Komplexe (HAV/IgG). Diese Ergebnisse sprechen 
dafür, dass die Bindung des Virus an HAV-spezifische IgAs den Transport zur Leber und die 
Aufnahme in die Hepatozyten verstärkt. Wie in Abb. 1.5 zu erkennen ist, wurden im Gekröse 
und im Thymus höhere Konzentrationen HAV-RNA detektiert als in der Leber. Werden die 
Verteilungsmuster der Komplexe und des freien HAV im Gekröse betrachtet, so wird 
deutlich, dass die Menge an detektierter HAV-RNA nach Inokulation von IgA-Komplexen 
am höchsten ist und in absteigender Konzentration von HAV/IgG und HAV gefolgt wird. 
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Eine mögliche Erklärung ist, dass HAV, welches mit Antikörpern komplexiert vorliegt, durch 
Immunglobulin spezifische Rezeptoren gebunden wird und in den entsprechenden Organen 




Abb. 1.5: Ergebnisse von A. Heitmann zur HAV/Immunkomplexverteilung in C3H-Mäusen. Die HAV-
Inokula wurden intraperitoneal injiziert. Nach 4 Tagen erfolgte die Analyse bezüglich der HAV-RNA mittels 
realtime PCR. Dargestellt ist eine Zusammenfassung der Ergebnisse als Box-Plot-Diagramm. Die Querbalken 
stellen die Medianwerte der HAV-RNA in IU pro mg Gesamt-RNA der entsprechenden Gewebe dar. 
Zusammenfassung von Daten aus der Dissertaion „Untersuchungen zum Gewebetropismus des Hepatitis A-
Virus im Mausmodell durch quantitative Analyse viraler Nukleinsäure“ von Heitmann, 2008[44]. 
 
Das Verteilungsmuster im Thymus sieht jedoch anders aus. Hier ist die Menge an HAV-RNA 
nach Inokulation mit HAV/IgA deutlich höher als im Fall von HAV und HAV/IgG. 
Verglichen mit freiem HAV ist eine dreifach höhere und verglichen mit HAV/IgG sogar eine 
ca. fünffach höhere Konzentration der HAV-RNA nach HAV/IgA Injektion zu finden. 
In diesem Zusammenhang muss erwähnt werden, dass im Thymus keine negativ Strang HAV-
RNA, die als Indikator der Replikation dient, nachgewiesen werden konnte und somit der 
Thymus als Replikationsort ausgeschlossen wurde. 
Nach Ausschluss des Thymus als Replikationsort ist die hohe Akkumulation an HAV/IgA 
umso überraschender. So stellt sich die Frage, ob dieser Effekt nur nach Inokulation von 
HAV/IgA-Komplexen eintritt oder ob es sich möglicherweise um ein generelles Phänomen 
der Anreichung von Antigen/IgA-Komplexen im Thymus handelt. Falls dem so wäre, folgt 
zwangsläufig die Frage nach dem Warum. Ist es möglich, dass Serum-IgA eine bisher 
unbekannte Transporterfunktion für Antigene zum Thymus besitzt und über diesen Weg an 
der Ausbildung der zentralen Toleranz mitwirkt?  
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IgA ist in erster Linie für seine Funktion bekannt, den Organismus als sekretorisches IgA 
(SIgA) im Bereich der mukosalen Oberflächen vor dem Eindringen von Krankheitserregern 
zu schützen. Allerdings liegen auch im Serum erstaunlich große Mengen an IgA-Antikörpern 
vor. Die Funktion dieses Serum IgAs (sIgA) ist allerdings noch nicht vollständig geklärt.  
Ein weiterer interessanter Punkt ist, dass eine IgA-Defizienz mit erhöhter Atopie, erhöhter 
Wahrscheinlichkeit an Autoimmunreaktionen und Allergien zu erkranken, einhergeht, was 
ebenfalls für eine Beteiligung von IgA an der Modulation des Immunsystems spricht.  
Während der Entstehung von T-Zellen im Thymus werden neben den T-Zellen, die T-Zell-
Rezeptoren tragen, welche Pathogene oder Toxine binden, auch T-Zellen generiert, die 
körpereigene Epitope oder harmlose Umweltantigene erkennen. Diese autoreaktiven T-Zellen 
werden dann während des Prozesses, der als Negative Selektion bezeichnet wird, innerhalb 
des Thymus elimiert oder zu regulatorischen T-Zellen umprogrammiert. Voraussetzung für 
diese Prozesse ist allerdings, dass die entsprechenden Auto- oder harmlosen Fremdantigene 
durch Epithelzellen und Dendritische Zellen im Thymus präsentiert werden. So wäre denkbar, 
dass durch IgA Antigene zum Thymus transportiert werden und das Repertoire der harmlosen 
Umweltantigene und Autoantigene erweitern, die während des Selektionsprozesses präsentiert 
werden.  
Zum Besseren Verständnis der Hypothese werden im Folgenden Immunglobulin A sowie die 
Induktion der zentralen Toleranz im Thymus noch einmal ausführlicher beschrieben. 
 
 
1.2.1.1 Immunglobulin A (IgA)  
Wie schon erwähnt, ist IgA in erster Linie für seine schützende Funktion gegenüber 
Krankheitserregern im Bereich der Mukosa bekannt. Bei diesem Typ von Immunglobulinen 
handelt es sich hauptsächlich um sekretorisches IgA (SIgA). Allerdings liegen auch im Serum 
IgA Antikörper (sIgA) vor, die sich aber von dem sezernierten IgA der Schleimhäute 
unterscheiden. So liegt das humane sIgA vor allem als monomeres IgA-1 vor, wohingegen 
mukosale Dimere hauptsächlich dem Typ 2 zuzuordnen sind. Das Typ 2 IgA enthält im 
Gegensatz zum Typ 1 IgA eine um 13 Aminosäuren verkürzte Hinge-Region und ist somit 
weniger anfällig für die Spaltung durch bakterielle Proteasen[47–48]. 
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1.2.1.2 Mukosales IgA 
Das mukosale IgA liegt hauptsächlich als Dimer vor. Die Dimere sind über eine so genannte 
„joining“ Kette miteinander verbunden und können in dieser Form von polymeren 
Immunglobulin Rezeptoren (pIgRs) mittels Endosomen-vermittelter Transzytose über die 
Epithelzellen ins Darm-Lumen ausgeschleust werden. Bei diesem Prozess wird die 
sekretorische Komponente vom pIgR abgespalten und über Disulfidbrücken mit den IgA-
Dimeren verbunden und es entsteht das Sekretorische IgA (SIgA)[49–50]. 
Polymeres und dimeres IgA wird von Plasma-Zellen gebildet, die sich innerhalb des MALT 
(Mukosa assoziiertes Lymphgewebe) befinden. Im Bereich des GALT (Darm assoziiertes 
Lymphgewebe) werden beispielsweise Antigene in der Lamina propria von Dendritischen 
Zellen aufgenommen und zu den Peyer'schen Plaques sowie den mesenterischen 
Lymphknoten transportiert. Hier kommt es zur Interaktion zwischen Dendritischen, T- und B-
Zellen, durch die letztendlich in den B-Zellen ein Klassenswitch zur IgA-Produktion 
ausgelöst wird. Die so induzierten IgA-produzierenden B-Plasmazellen besiedeln dann die 
Lamina propria[51]. 
In Mäusen konnte gezeigt werden, dass das Milieu der Lamina propria durch den TSLP 
(thymic stromal lymphopoetin) die IgA-Produktion unterstützt und fördert. Durch diesen 
Faktor, der von Epithelzellen gebildet wird, werden beispielsweise Dendritische Zellen 
angeregt, Retinolsäure, TGF-β, Interleukin-6 (IL-6) und IL-10 zu sezernieren, wodurch ein 
IgA-Switch der B-Zellen stimuliert wird[50, 52]. Es spielen jedoch viele weitere Faktoren eine 
Rolle, die das Milieu in der Mukosa und die IgA-Produktion im Gleichgewicht halten. Für 
eine detailliertere Zusammenfassung siehe Strugnell & Wijbur, 2010[50]. 
Die Protektion der Mukosa durch SIgAs wird durch verschiedene Mechanismen erreicht. Zum 
einen können SIgAs Bakterien und Antigene bereits außerhalb des Körpers binden. So wird 
eine Anlagerung an die Epithelzellen inhibiert und das Eindringen möglicherweise pathogener 
Organismen verhindert. Ein weiterer Mechanismus, über den die SIgAs wirken, ist die 
Ausschleusung von Antigenen über die Epithelzellen. Antigene, die sich in der Lamina 
propria befinden, werden von SIgAs gebunden. Die Immun-Komplexe können dann von den 
pIgRs gebunden und über die Epithelmembran ins Lumen transportiert werden. Weiterhin 
können Pathogene, wie beispielsweise Viren, die bereits in Epithelzellen eingedrungen sind, 
innerhalb von Vesikeln von pIgA/pIgR-Komplexen gebunden und ins Lumen 
zurücktransportiert werden[50]. 
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1.2.1.3 Serum-IgA 
Neben dem SIgA der Schleimhäute ist IgA jedoch auch im Serum vorhanden. Das Serum-IgA 
(sIgA) wird hauptsächlich durch Plasma-Zellen des Knochenmarks gebildet[47, 53]. Die 
durchschnittliche Konzentration liegt bei 0,2–0,3 g/dL. Die Konzentration von IgG beträgt im 
Vergleich 1,2 g/dL. Jedoch wird IgA um ein Fünffaches schneller verstoffwechselt als IgG 
und die Syntheseraten sind somit ähnlich hoch[48]. Ein weiterer interessanter Punkt ist, dass 
die sekretorische IgA-Antwort bereits im Alter von einem Jahr voll entwickelt ist[54], die 
Serum IgA-Antwort aber erst im Alter von ca. 16 Jahren voll ausgebildet wird und mit 
fortschreitendem Alter ansteigt[55–56]. Diese Fakten verdeutlichen, dass zwischen dem lokalen 
mukosalen und dem systemischen IgA-System deutliche Unterschiede bezüglich ihrer 
Funktion bestehen. 
Serum-IgA ist vor allem dafür bekannt, dass es antiinflammatorisch wirkt. Untersuchungen 
zeigen aber, dass es auch proinflammatorische Eigenschaften ausübt. Abhängig ist dies 
vermutlich vom Konzentrationsverhältnis zwischen monomeren IgA-Molekülen und 
Antigen/IgA-Komplexen im Serum. So wird den IgA-Monomeren generell eine anti-
inflammatorische Wirkung zugeschrieben, wohingegen Antigen/IgA-Komplexe eher einen 
aktivierenden Einfluss auf myeloide Zellen, wie beispielsweise Monozyten oder 
Makrophagen, ausüben. Untersuchungen mit dem FcαRI (CD89) zeigten, dass durch eine 
Bindung von IgA-Monomeren an diesen Rezeptor eine Inhibierung der normalerweise durch 
diesen Rezeptor ausgelösten Signalkaskaden eintritt. Der molekulare Mechanismus dieser 
Inhibierung basiert auf einer verstärkten Rekrutierung der Tyrosinphosphatase SHP-1 an die 
intrazelluläre ITAM-Region des Rezeptors. Kommt es hingegen zu einer Bindung von 
Antigen/IgA-Komplexen, deren Bindung an den FcαRI-Rezeptor stärker ist als die der 
Monomere, so aggregieren die Rezeptoren und es wird die Tyrosinkinase Syk rekrutiert, 
wodurch SHP-1 verdrängt und eine Aktivierung der Zelle ausgelöst wird[57–58]. So konnte 
gezeigt werden, dass durch Inkubation von Monozyten mit FcαRI-spezifischen Fab-
Fragmenten die IgG-vermittelte Phagozytose unterdrückt wird. Dies macht das inhibierende 
Potential dieses IgA-Rezeptors im Fall des monomeren Targetings, beispielsweise durch 
Bindung von IgA-Monomeren, deutlich[58]. 
Weitere Studien mit Monozyten (bzw. PBMCs) zeigten, dass eine Inkubation dieser Zellen 
mit humanem sIgA zu einer verringerten Freisetzung der inflammatorischen Zytokine IL-1, 
TNF-α sowie IL-6 führt und dass es zu einer vermehrten Produktion des antiinflammatorisch 
wirkenden IL-1 Rezeptor-Antagonisten (IL-1Ra) kommt[59–60]. 
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Die Eigenschaften des IgA bezüglich einer Komplementaktivierung sind nicht eindeutig. 
Verglichen mit IgM und IgG zeigt IgA jedoch eine generell geringere Aktivierung dieses 
Parts des Immunsystems, wobei die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen stark variieren 
und abhängig davon sind, aus welcher Quelle das IgA bzw. die Komplementfaktoren 
stammen und welche Art der Nachweisreaktion genutzt wurde (ausführlicher Überblick siehe 
Kerr, 1990[47]). Zusammenfassend scheint humanes IgA, wenn überhaupt, ein sehr 
ineffizienter Aktivator des Komplementsystems zu sein. Untersuchungen zeigten, dass durch 




Die immunmodulatorische Funktion des IgA wird ebenfalls deutlich, wenn die Ausprägungen 
betrachtet werden, die eine IgA-Defizienz zur Folge haben kann. Eine solche IgA-Defizienz 
(IgAD) ist durch Serum-IgA-Spiegel unter 7 mg/dL gekennzeichnet[62] (normaler 
Serumspiegel 0,2–0,3 g/dL). Sie ist die häufigste primäre Immundefizienz und wird zu den 
polygenen Immundefizienzen gezählt, wobei die exakte Ursache noch nicht geklärt ist[63]. 
Studien zeigten, dass der Defekt vermutlich schon auf Stammzellebene zu finden ist, da eine 
IgA-Defizienz bei einer Knochenmarkstransplantation zwischen Individuen mit und ohne 
IgAD übertragen wird bzw. eine vorliegende Defizienz aufgehoben werden kann[64–65]. Da die 
IgA codierenden Gene bei Patienten mit IgAD in den meisten Fällen im Genom vorhanden 
sind[66], wird vermutet, dass der Defekt nicht durch Deletionen hervorgerufen wird, sondern 
großteils auf regulatorischen Vorgängen basiert und das Switching und die Expression der 
Immunglobuline beeinflusst sind[67]. 
In vielen Fällen verläuft eine IgAD symptomlos[62]. Es werden jedoch erhöhte Inzidenzen für 
das Auftreten von Asthma, Allergien und Autoimmunität beobachtet, wobei die 
Automimmunität als wichtige klinische Manifestation zu betrachten ist, da die Prävalenz hier 
zwischen 7–36% variiert[68–69]. Bei über 40 % der Patienten kommt es zur Bildung von 
Autoantikörpern, zum Beispiel gegen Thyreoglobulin und Erytrocyten, auch ohne dass eine 
klinische Manifestation zu beobachten ist[68–69]. 
Es existieren verschiedene Theorien zur Entstehung von Autoimmunität im Zusammenhang 
mit einer IgAD. So könnte ein Fehlen von SIgA im Bereich der mukosalen Oberflächen zu 
einem vermehrten Eindringen von Fremdantigenen führen, was eine verstärkte Immun-
reaktion hervorruft. In diesem Zusammenhang könnte es zur Bildung von kreuzreaktiven 
Antikörpern kommen, die auch gegen körpereigene Antigene gerichtet sind[69–70]. Eine 
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mögliche Folge des Fehlens von IgA im Serum könnte zudem die fehlende Inhibierung von 
aktivierenden Signalwegen durch Bindung von IgA-Monomeren an den FcαRI sein, wodurch 
Autoimmunreaktionen gegebenenfalls nicht mehr ausreichend unterdrückt werden (siehe 
Abschnitt 1.2.1.3)[69]. 
In Anbetracht der bisherigen Erkenntnisse das IgA betreffend, ist eine Beteiligung von IgA an 
der Ausbildung der zentralen Toleranz denkbar und würde das Repertoire der 
immunmodulatorischen Funktionen des IgA ergänzen. 
 
 
1.2.2 Der Thymus 
Eine wichtige Komponente des Immunsystems sind die im Thymus generierten T-Zellen. 
Hauptcharakteristikum der T-Zellen ist die Expression eines hoch diversen Repertoires an T-
Zell-Rezeptoren (TCR) zur Erkennung von Antigenen, welche in Verbindung mit Haupt-
Histokompatibilitäts-Komplex (MHC- bzw. HLA (human leucocyte antigen))-Molekülen 
präsentiert werden. Die Generierung der TCRs erfolgt durch zufallsabhängiges 
Zusammensetzen der V-, J- und D-Segmente. Dies wird u. a. durch die RAG (recombination 
activating gene)-Enzyme vermittelt, wobei durch diesen Prozess eine geschätzte Diversität 
von 1015 T-Zell-Rezeptoren erzielt wird. 
T-Zellen lassen sich anhand ihrer Funktion in verschiedene Gruppen unterteilen. Die 
zytotoxischen T-Zellen (CTLs) exprimieren neben dem TCR den Co-Rezeptor CD8. Mit 
diesen Rezeptoren sind sie in der Lage, durch MHC I präsentierte Antigene zu binden. 
Aufgabe dieser Zellen ist, körpereigene entartete sowie virusinfizierte Zellen zu zerstören. Die 
CD4+-T-Helferzellen (Th), welche Antigene binden, die über MHC II-Komplexe von 
Antigenpräsentierenden Zellen (APCs) dargeboten werden, sind in der Lage, durch die 
Expression unterschiedlicher Zytokine die Immunantwort zu steuern. Neben diesen beiden T-
Zelltypen werden auch regulatorische T-Zellen gebildet (Treg). Diese Zellen halten durch 
hemmende Einflüsse die Immunantwort unter Kontrolle und sorgen dafür, dass es nicht zu 
unverhältnismäßig starken Abwehrreaktionen kommt. Neben diesen Hauptgruppen gibt es 
noch diverse andere T-Zell-Typen.  
In Anbetracht der Diversität der generierten TCRs muss der Körper sicherstellen, dass es 
nicht zu Abwehrreaktionen gegenüber körpereigenen Zellen und Proteinen kommt. Dies wird 
zum Teil durch einen Selektionsprozess gewährleistet, der die Reifung von autoreaktiven 
Effektor T-Zellen im Thymus verhindert. Ein weiterer Mechanismus, der die Selbsttoleranz 
ermöglicht, ist die Generierung von regulatorischen T-Zellen, wobei zwischen der Ausbildung 
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von natürlichen Tregs, die direkt während der Reifung im Thymus entstehen, und in der 
Peripherie induzierten Tregs unterschieden wird.  
Der Thymus liegt beim Menschen im oberen Mediastinum über dem Herzen und besteht aus 
zwei ungleich großen Lappen. Er wird von einer bindegewebsartigen Kapsel umschlossen, 
von der sich kurze Bindegewebssepten ins Innere des Organs fortsetzen. Diese interlobulären 
Septen unterteilen die Thymuslappen in miteinander verbundene Pseudolobuli[71]. 
Die Lobuli lassen sich morphologisch und funktional in einen subkapsulären, einen kortikalen 
und einen medullären Bereich unterteilen, wobei der Kortex und die Medulla durch eine 
kortiko-medulläre Übergangsregion (cortico-medullary junction; CMJ) voneinander getrennt 
sind (siehe Abb. 1.6).  
Das Stroma des Thymus besteht aus einem Netzwerk unterschiedlicher Zelltypen, wie 
epithelialen Zellen, Fibroblasten, verschiedenen Populationen DCs, aber auch Makrophagen 
und einigen B-Zellen, wobei die Zusammensetzung in den verschiedenen Regionen differiert. 
Der Reifungsprozess der T-Zellen innerhalb des Thymus lässt sich grob in zwei Stufen 
unterteilen, die positive und die negative Selektion.  
Über den Blutstrom gelangen unreife Progenitoren aus dem Knochenmark zum Thymus und 
treten nahe der CMJ aus den postkapillären Venolen in den Thymus ein[72–73]. Während des 
Reifungsprozesses durchwandern die als Thymozyten bezeichneten unreifen T-Zellen 
zunächst den Kortex in Richtung der subkapsuläreren Zone und von dort zurück in Richtung 
Medulla. Im Kortex durchlaufen die Thymozyten den Prozess der positiven Selektion. In der 
Medulla findet dann die negative Selektion und letzendliche Reifung der Thymozyten zu T-
Zellen statt. Die reifen T-Zellen werden dann aus dem Thymus entlassen.  
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Abb. 1.6 Wanderung und Reifung der T-Zellen im Thymus. Die unreifen Progenitoren treten nahe der 
kortiko-medullären Region (CMJ) in den Thymus ein und wandern in Richtung der subkapsulären Zone des 
Kortex. Die doppelt negativen Thymozyten (DN) proliferieren und reifen währenddessen zu doppelt positiven 
Thymozyten herran (DP). Im Kortex interagieren die Thymozyten mit den kortikalen Thymusepithelzellen 
(cTECs) und es kommt zur positiven Selektion. Die hieraus resultierenden Thymozyten (SP, single positive) 
tragen dann entweder CD4 oder CD8 Rezeptoren und durchlaufen die negative Selektion in der Medulla, wo 
Antigene von Dendritischen Zellen (DC) und medullären Thymusepithelzellen (mTECs) präsentiert werden. 
Apoptotische Zellen werden durch Makrophagen (MΦ) entfernt. Nähere Erläuterung siehe Einleitung 1.2.2. 
Verändert nach Klein et al. 2009[74] und Lind et al. 2009[72]. 
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1.2.2.1 Positive Selektion im Kortex 
Die in den Thymus einwandernden Progenitoren sind noch nicht differenziert. Sie tragen noch 
keine T-Zell-spezifischen Rezeptoren und können sich zu diesem Zeitpunkt auch noch zu 
anderen Immunzellen, wie Dendritischen-Zellen (DC) oder Natürlichen Killerzellen (NK) 
entwickeln[75–76]. Zunächst durchwandern die Progenitoren den Kortex nach außen in 
Richtung der subkapsulären Zone. Diese Wanderung wird unter anderem durch die 
Expression des Notch Rezeptors auf Epithelzellen, Sekretion verschiedener Chemokine sowie 
Integrine vermittelt[72, 77–78]. Während dieser Phase kommt es zur Differenzierung und somit 
zur Festlegung des Zelltyps. Außerdem findet eine starke Proliferation und die 
Rekombination sowie Expression der TCRs und anderer T-Zell-spezifischer Rezeptoren 
statt[72, 77–78].  
Die hier entstehenden Zellen exprimieren nun sowohl den TCR, den T-Zell-spezifischen Co-
Rezeptor CD3, der für die Bindung der MHC-Komplexe essentiell ist, als auch die beiden Co-
Rezeptoren CD8 und CD4 und werden aus diesem Grund als Doppelt Positive (DP) Zellen 
bezeichnet[72, 77–78]. Die DP-Zellen werden nun auf ihre Fähigkeit überprüft, körpereigene 
MHC-Moleküle zu erkennen. Dieser Prozess wird als positive Selektion bezeichnet. Hierbei 
werden mit Peptiden beladene MHC-Moleküle von kortikalen Thymus-Epithelzellen (cTECs) 
präsentiert. Wichtig in diesem Zusammenhang ist, dass die cTECs (sowie auch die 
medullären TECs) die einzigen Zellen nicht hämatopoetischen Ursprungs sind, die neben 
MHC I auch konstitutiv hohe Mengen an MHC II-Komplexen exprimieren, über die sie 
Antigene präsentieren, so dass sowohl CD8+- als auch CD4+-Zellen selektiert werden 
können[74]. Das von den cTECs präsentierte Peptidrepertoire unterscheidet sich von den später 
in der Medulla präsentierten Antigenen. Die von den cTECs exprimierten und sonstigen 
Proteine, die im Kortex durch andere Zellen, wie beispielsweise Makrophagen, exprimiert 
werden, werden von den cTECs durch spezifische Proteasen, wie beispielsweise Cathepsin L 
und einer Thymus-spezifischen Serin-Protease (TSSP), prozesssiert und diese Peptide 
letztendlich über MHC-Komplexe präsentiert[74]. Zellen, deren TCRs nicht oder mit zu hoher 
Affinität und/oder Avidität an diese Antigen/MHC-Komplexe binden, werden eliminiert[74, 79]. 
Die Thymozyten verlieren zu diesem Zeitpunkt außerdem die Fähigkeit, die beiden Co-
Rezeptoren CD4 und CD8 gleichzeitig zu exprimieren, so dass die aus der positiven Selektion 
hervorgehenden T-Zellen entweder CD8 oder CD4 auf der Oberfläche tragen (single positive: 
SP)[74]. 
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1.2.2.2 Negative Selektion und Antigenpräsentation in der Medulla  
Die so generierten SP-Zellen durchlaufen daraufhin im Bereich der Medulla die negative 
Selektion. Hier werden durch medulläre Thymus-Epithelzellen (mTECs) und Dendritische 
Zellen (DC) Peptide von Proteinen präsentiert, die normalerweise nur gewebespezifisch 
exprimiert werden, wie zum Beispiel Insulin. Die Proteine werden von den mTECs und DCs 
prozessiert und über MHCs präsentiert. Ein, wie schon erwähnt, wichtiger Punkt ist, dass 
mTECs neben MHC I auch konstituitiv hohe Mengen an MHC II-Komplexen exprimieren, so 
dass nicht nur CD8+- sondern auch CD4+-Zellen selektiert werden können[74]. Werden diese 
Antigen/MHC-Komplexe von den Thymozyten gebunden, kommt es entweder zur 
Eliminierung der autoreaktiven T-Zellen durch Apoptose oder es entstehen antigenspezifische 
regulatorische T-Zellen. Dieser Vorgang ist sehr komplex und abhängig von vielen Faktoren. 
So spielen sowohl die Affinität sowie die Avidität der Bindung eine Rolle als auch die 
Beteiligung verschiedener Co-Rezeptoren[74]. 
Essentiell für den erfolgreichen Ausgang dieses Selektionsprozesses ist die Präsentation von 
gewebespezifischen Antigenen (TRA = tissue restricted antigen). Diese ektopische 
Expression der TRAs durch mTECs wird durch den Transkriptionsfaktor AIRE (autoimmune 
regulator) ermöglicht, welcher bewirkt, dass gewebespezifische Proteine hier von mTECs 
und nicht durch für diese Gewebe spezifische Zellen transkribiert und translatiert werden[80]. 
Der Mechanismus dieser promiskuitiven Gen-Expression scheint einem gewissen 
Zufallsprinzip zu unterliegen, denn nicht alle mTECs präsentieren das gleiche Repertoire an 
Peptiden. Messenger-RNA und Proteinanalysen zeigen, dass spezifische TRAs jeweils nur 
durch 1–3 % der mTECs präsentiert werden[81].  
Trotz dieser geringen Anzahl an mTECs, die spezifische TRAs präsentieren, ist der Prozess 
der negativen Selektion hoch effizient. Erklärt werden kann dies zum einen durch die lange 
Verweildauer (~ 4–12 Tage) der Thymozyten in der Medulla[82-83]. Während dieser Zeit 
interagieren die Thymozyten mit den zahlreichen mTECs und die TCRs kommen so mit einer 
Vielzahl unterschiedlicher Antigen/MHC-Komplexe in Kontakt. Zum anderen wird diskutiert, 
dass durch eine Übertragung der durch die mTECs exprimierten TRAs an benachbarte DC-
Zellen das Repertoire an APCs erweitert wird[74]. 
Wie schon erwähnt, interagieren die Thymozyten auch mit DCs, die ebenfalls Antigen/MHC-
Komplexe präsentieren. Die DC-Population im Thymus ist divers. Es wird zwischen 
residenten Zellen, welche direkt im Thymus entstehen, und aus der Peripherie einwandernden 
migratorischen DCs (mDCs) unterschieden. Zum anderen werden im Thymus neben den 
konventionellen (cDC) auch ca. 30 % plasmazytoide DCs (pDCs) gefunden, wobei noch nicht 
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geklärt ist, welche Funktion die pDCs im Thymus haben[84]. Die mDCs sind vor allem in der 
Medulla des Thymus lokalisiert, wohingegen die residenten DCs im gesamten Thymus 
verteilt vorliegen[85]. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Peptide, die durch 
migratorische DCs eingebracht werden, sowohl zu einer negativen Selektion entsprechender 
antigenspezifischer Thymozyten als auch zur Generierung von regulatorischen T-Zellen 
führen[86–88].  
Durch die mDCs werden aber nicht nur körpereigene Antigene präsentiert, sondern auch 
harmlose Fremdantigene, die der kommensalen Flora oder Nahrungsmitteln entstammen. 
Interessant in diesem Zusammenhang ist auch, dass mit LPS, einem Bestandteil 
gramnegativer Bakterien, vorbehandelte DCs nicht mehr in den Thymus einwandern. Dieser 
Mechanismus könnte verhindern, dass Pathogen assoziierte Antigene in den Thymus 
eingebracht werden und somit keine zentrale Toleranz gegenüber Pathogenen entsteht, die in 
der Lage sind, eine Entzündungsreaktion auszulösen[74, 87]. 
Inwieweit auch freie Antigene aus dem Blut in den Thymus übertreten bzw. die klonale 
Selektion beeinflussen, ist nicht komplett verstanden. Es existieren verschiedene Studien zur 
Thymus-Blut-Barriere, die zeigen, dass der Thymus keineswegs unzugänglich für freie 
Antigene aus Blut oder Lymphe ist. Das vaskuläre System des Thymus besteht aus Arteriolen, 
die in der CMJ in den Thymus eintreten und in einem verzweigten Netz aus Kapillaren im 
Bereich des Kortex münden. Diese Kapillaren in der äußeren Region des Kortex verlaufen 
dann zurück in Richtung Medulla. In der Medulla vereinen sie sich zu postkapillaren 
Venolen[89–90]. Untersuchungen, in denen Mäusen intravenös Moleküle verabreicht wurden, 
offenbarten, dass die Kapillaren im Bereich des Kortex weitestgehend undurchdringlich sind. 
Das Parenchym in diesem Bereich wird außerdem zusätzlich durch phagozytierende 
Makrophagen, die entlang der Kapillaren liegen, vor einem Kontakt mit eindringenden 
Antigenen geschützt. Im Gegensatz zum Kortex werden in der Medulla große Mengen an 
Molekülen aus dem Blut gefunden. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Thymus-Blut-
Schranke existiert, die jedoch auf den kortikalen Bereich des Thymus beschränkt ist[89]. 
Interessanterweise ist der Kortex trotz der impermeablen Blutgefäße nicht komplett vor dem 
Eindringen von Antigenen geschützt. So konnte vor allem nach intraperitonealer bzw. 
intramediastinaler Injektion von Molekülen in Mäusen und Ratten gezeigt werden, dass 
Moleküle die Kapsel des Thymus passieren und in das Parenchym des Kortex eindringen[90–
93]. 
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Wird sich noch einmal vor Augen geführt, dass IgA im Serum mit einer signifikanten 
Konzentration von 0,2–0,3 g/dL vorliegt und die Funktion dieses Immunglobulins im Serum 
jedoch noch nicht komplett verstanden ist, so erscheint, neben der antiinflammatorischen 
Wirkung, eine weitergehende Beteiligung von sIgA an der Modulation des Immunsystems in 
Form eines Transportmoleküls für Antigene zum Thymus nicht unwahrscheinlich. Durch ein 
verstärktes Einbringen von harmlosen Fremdantigenen durch IgA in den Thymus könnten 
diese Fremdantigene neben den körpereigenen, gewebespezifischen Antigenen präsentiert 
werden. So würden schon in dieser Instanz reaktive T-Zellen eliminiert oder Tregs induziert, 
und die Ausbildung einer allergischen Reaktion gegen solche harmlosen Fremdantigene 
würde verhindert werden. Ein weiterer Punkt, der für die Hypothese spricht, ist, dass eine 
IgA-Defizienz, wie schon beschrieben, oft von Autoimmunimmunerkrankungen und 
Allergien, bei denen die Toleranzmechanismen nicht greifen, begleitet wird. In dieser Arbeit 
soll nun durch den Einsatz verschiedener Antigene untersucht werden, inwieweit durch eine 
Komplexierung mit spezifischen IgA-Antikörpern das Verteilungsmuster im 
Mausorganismus, mit Fokus auf den Thymus, beeinflusst wird und ob eine verstärkte 
Anreicherung der Antigen/IgA-Komplexe im Thymus beobachtet werden kann. Da bisher 
keine Arbeiten bezüglich dieser Fragestellung existieren, beschränken sich die durchgeführten 
Versuche auf die Lokalisierung von Antigenen und nicht auf eventuelle funktionelle 
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Die Tierversuche wurden unter dem Aktenzeichen 522-27-11/02-00 (101) von der 
Bremischen Senatorischen Behörde für Arbeit, Frauen, Gesundheit, Jugend und Soziales 
(SAFGJS)/Fachreferat Veterinärwesen genehmigt. Die verwendeten BALB/c und C3H/HeN 
(C3H) Mäuse wurden von Charles River, Research Models and Services Germany GmbH, 
Sulzfeld bezogen. Die Tiere hatten freien Zugang zu keimarmem Wasser und Futter und 
wurden bis Versuchsbeginn unter pathogenfreien Bedingungen gehalten. Für die Arbeit 
wurden männliche Tiere im Alter von 10–14 Wochen verwendet. 
 
2.1.2 Viren 
HAVHM175: Genotyp IB 
Varianten: 
? HAV/7 adaptiert an FRhK-4-Zellen  
? HAVCyt Cytopathogene Variante des HAV/7  
? HAVPI adaptiert an FRhK-4-Zellen 
? HAVGPE adaptiert an GPE-Zellen (embryonale Meerschweinchen-Fibroblasten) 
? HAVHepG2 adaptiert an HepG2-Zellen (humane Hepatozyten) 
? HAVPI-SP1K adaptiert an SP1K-Zellen (Nierenzellen vom Delphin) 
? HAVIB-DS-2D10 adaptiert an IB-DS-2D10-Zellen (Nierenzellen vom Schwein) 
 
 
HAVGBM: Genotyp IA, adaptiert an FRhK-4-Zellen 
 
HAVHMH: Genotyp IIIA, adaptiert an FRhK-4-Zellen  
 
.  




fetale Rhesusaffen-Nierenzellen  
 
MOPC-315-Hybridomzellen: 
Anti-DNP IgA (Lambda-light chain) produzierende Maus-Hybridomzellen, American 
Type Culture Collection, Virginia (USA) (ATCC-Nr. TIB-23) 
  
1B7.11-Hybridomzellen: 
Anti-DNP/TNP IgG1 produzierende Maus-Hybridomzellen, American Type Culture 
Collection, Virginia (USA) (ATCC-Nr. TIB-191) 
 
MYC 1-9E10.2 [9E10]-Hybridomzellen: 
Anti-myc IgG1 produzierende Maus-Hybridomzellen, American Type Culture 
Collection, Virginia (USA) (ATCC-Nr. CRL-1729) 
 
U937-Zellen: 
Monozytäre Zelllinie, gewonnen aus einem 37-jährigen männlichen Patienten mit 
einem histiozytären Lymphom 
 
THP-1-Zellen: 




T-Lymphoblasten, gewonnen aus einem 14-jährigen männlichen Patienten mit akuter 
T-Zell-Leukämie 
 
Primäre Monozyten und Lymphozyten: 
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2.1.4 Zellkulturmedien  
DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's Medium mit 
 2 mM L-Glutamin 
 26 mM NaHCO3 
 100 U/ml Penicillin 
 100 mg/ml Streptomycin 
 Wachstumsmedium:   + 10 % (v/v) fetales Kälberserum (FCS) 
 Erhaltungsmedium:  + 1 % FCS 
   
RPMI RPMI-1640-Medium mit 
 100 U/ml Penicillin 
 100 mg/ml Streptomycin 
 Wachstumsmedium/Erhaltungsmedium:  + 10 % FCS 
 
ISF-1 serumfreies, chemisch definiertes Medium mit 
 100 U/ml Penicillin 
 100 mg/ml Streptomycin 
 
Einfriermedium 5 bzw. 10 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) 
 in FCS 
2.1.5 Bakterien 
Salmonella enteritidis (S.enteritidis hier auch abgekürzt mit S.ent) 
Salmonella enterica subsp. enterica Serotyp Enteritidis (ATCC-Nr. 13076) 
2.1.6 Bakterienkulturmedien 
LB-Medium 10 % (w/v) Trypton 
 5 % (w/v) Hefeextrakt 
 8 % (w/v) NaCl 
 in H2O, autoklaviert 
LB-Agar LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar 
Einfriermedium Glycerol (1:1 gemischt mit Bakteriensuspension, Lagerung bei -80 °C) 
 
 










HAV Maus IgG2a 7e7 - Mediagnost  5 mg/ml 
 
HAV Maus IgA 1.193 - Stanley M. Lemon, 
Division of Infectious 
Diseases, University of  
North Carolina at 




Siglec-7 Maus IgG  - Paul Crocker,  





Siglec-9 Maus IgG  - Paul Crocker 
 
Zellkulturüberstand 





Maus IgA 177 - Ivan Mitov, 
Institute of Infectious 



















DNP Maus IgA  - ATCC Hybridomzellüberstand 
MOPC-315, 75 x 
konzentriert 
 
DNP Maus IgG  - ATCC Hybridomzellüberstand 
1B7.11, 75 x 
konzentriert 
 
Maus IgG Ziege IgG  Alexa488 Invitrogen 
 
 
Kaninchen IgG Ziege IgG  Alexa488 Invitrogen 
 
 








Maus IgG  Ziege IgG  FITC Kierkegaard & Perry 
  
 
Maus IgA Kaninchen 
IgG 
 
 - Komabiotech 1 mg/ml 
polyklonal 
FITC: Fluoresceinisothiocyanat 
HRP: Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase) 
PC.5: Phycoerythrin-Cyanin-5 
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2.1.8 Synthetische Nukleinsäuren 
PCR-Primer 
PCR-Primer für HAV 3C, Produkt: 660 bp 
sense    5’-GCTTGGGTACCACCATGTCAACTTTGGAAATAGCAG-3’ 
antisense 5’-CGCCGGATATCTACTGACTTTCAATTTTCTTAT-3’ 
 
PCR-Primer für humanes β-Actin, Produkt: 381 bp 
sense    5’-AGAAGAGCTACGTGCCTGACG-3’ 
antisense 5’-CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCC-3’ 
 
Die HAV 3C und β-Actin Primer wurden von Biomers synthetisiert. 
 
Real Time PCR-Primer und Sonden 
 
Für den Nachweis von Salmonella enteritidis: 
sense    Salmonella spp, ttr6   5’-TCACCAGGAGATTACAACATGG-3’ 
antisense  Salmonella spp, ttr4  5’-AGCTCAGACCAAAAGTGACCATC-3’ 
Produkt: 93 bp 
Taqman-Sonde ttr-5:    5’-FAM-CACCGACGGCgAgACCgACTTT-BBQ-3’ 
Dieser Assay ist spezifisch für die hoch konservierte ttr-Region und wurde von Malorny et al. 
2004 in „Diagnostic Real-Time PCR for Detection of Salmonella in Food” beschrieben. [95]. 
 
Für den Nachweis des murinen 18S-rRNA Gens: 
Sense  Maus 18S  5’-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’ 
Antisense Maus 18S  5’-GCTGGAATTACCGCGGCT-3’ 
Produkt: 187 bp 
Taqman Sonde 18S   5’-FAM-CGCAAATTACCCACTCCCGACCC-BBQ-3’
  
Die Real Time Primer und Sonden wurden von MolBiol synthetisiert. 
 
 
  Material und Methoden 
30 
2.1.9 Chemikalien, Reagenzien und Proteine 
  
Aceton Sigma-Aldrich 
Agar „Bacto Agar“ Difco 
Bromphenolblau Merck 
BSA Merck 
Coulter Clenz® Cleaning Agent Beckman & Coulter 
COULTER® Isoton® II Diluent Beckman & Coulter 
Dinatriumhydrogenphosphat Merck 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Sigma 




FCS (fetales Kälberserum) Gibco BRL 
Ficoll-Paque TM Plus GE-Healthcare 
Flow-Check Fluorospheres Beckman & Coulter 
Glucose Janssen Chimica 
Glycerol Riedel-de Haën 
Glycerol-Eindeckmedium Euroimmun 
Glycin Carl Roth 
Hefeextrakt „Bacto Yeast extract“ Difco 
Immersionsöl „Immersol F“ Zeiss 
ISF-1 Biochrom 
Kaliumacetat Riedel-de Haën 
Kaliumchlorid Merck 
Kaliumdihydrogenphosphat Riedel-de Haën 
Magermilchpuler (LFM) Sucofin 




Natriumcitrat Carl Roth 
Natriumhydrogencarbonat Merck 
Natriumhydroxid Fluka 
Nonidet P-40 Fluka 






Penicillin (10000 U/ml) Sigma 
PercollTM GE-Healthcare 
Phenol (wassergesättigt) Carl Roth 
Protein A SepharoseTM 6MB Amersham 




Streptomycin (10 mg/ml) Sigma 
Sucrose Sigma 
Tris „TRIZMA® Base“ Sigma-Aldrich 
Triton X-100 Serva 
Trypan Blau-Lösung (0,4 %ig) Sigma-Aldrich 
Trypsin mit Na-EDTA (0,2 g/l) Sigma-Aldrich 
Trypton „Bacto Tryptone“ Difco 
Tween 20 Serva 
Xylol Sigma-Aldrich 
Zitronensäure Riedel-de Häen 
 
 
2.1.10 Gadoliniumhaltige Antigene 
Die Syntheseschemata der gadoliniumhaltigen Antigene befinden sich im Anhang. Alle 
Synthesen wurden von Markus Plaumann, Otto-von-Guericke Universität Magdeburg, 
durchgeführt. 
 
GdAgA (gadoliniumhaltiges Antigen A)  
Das GdAgA enthält zwei Dinitrophenylgruppen (DNP), die über L-Lysin an einen 
Gadolinium(III)-DTPA-Komplex gebunden sind. 
(Bis(2-amino-6-(2,4-dinitroanilin)hexansäure)-Gd-DTPA-Komplex) 
 




Molekulargewicht: 1136,10 g/mol 
gelöst in bidest. H2O mit einer Konzentration von c = 0,0135 mol/L 
pH der Lösung 6,8 
 
GdAgB (gadoliniumhaltiges Antigen B) 
Das GdAgB besteht aus einem Gadolinium(III)-DO3A-Komplex, welcher kovalent über 





Molekulargewicht: 870,96 g/mol 
gelöst in bidest. H2O mit einer Konzentration von c = 0,0146 mol/L 
pH der Lösung 6,5 
 
GdOVA 
Das Gadolinium-DNP-Ovalbumin wurde, wie im Anhang beschrieben, durch Komplexierung 
des DNP-OVA mit Gd3+ hergestellt. 
 
Molekulargewicht OVA: 42800 g/mol 
gelöst in bidest. H2O  
Konzentrationen:  
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GdOVA = 2,39 mM  (Gd3+ = 2,65 mM; pro DNP-OVA ist die Bindung von mehr als 
einem Gd3+ möglich) 
Kontrollen: 
DNP-OVA = 2,39 mM  (enthält ~ 3,8 DNP pro Ovalbumin) 
OVA = 2,3 mM 
 
 
2.1.11 Enzyme, Kits und Standards 
1-StepTM TMB-ELISA Substrat Thermo Scientific 
artus® HAV LC RT-PCR Kit Qiagen 
Bio-Rad Protein Assay (Bradford-Reagenz)  Bio-Rad 
ECL-Reagenz Western Blotting Luminol Santa-Cruz 
ExpandTM Reverse Transkriptase mit 5 x Transkriptase-Puffer Roche Diagnostics 
GeneRuler 1 kb DNA Längenstandard Fermentas 
Power SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems 
QIAamp® DNA Mini Kit Qiagen 
RNeasy Mini Kit Qiagen 
Taq DNA-Polymerase mit 10 x Taq-Puffer Molzym 
TaqMan 2 x Universal PCR Master Mix No AmpErase UNG Applied Biosystems 
 
 
2.1.12 Puffer und Lösungen  
Wenn nicht anders vermerkt, wurde Reinstwasser aus dem NANOpure-Reinstwassersystem 
(Barnstead International) verwendet. 
PBS  
 
140 mM NaCl  
2,7 mM KCl  
6,5 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
pH 7,2 
 
0,2 % (v/v) Triton X-100 in PBS 
 
 
4 %ige Formaldehydlsg. in PBS 4 % (w/v) Paraformaldehyd ÜN durch Rühren in 
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Bradford-Reagenz  5 x Stocklsg. 1:5 mit Aqua dest. verdünnt; 
sterilfiltriert; 
Lichtschutz, zügig verbrauchen 
 
  
Citratpuffer für 10 mM Citratpuffer: 
9 ml 100 mM Zitronensäurelsg. 
41 ml 100 mM Natriumcitratlsg. 
mit H2O auf 500 ml aufgefüllt, bei 4 °C gelagert 
 
  
ELISA-Waschpuffer 140 mM NaCl  
2,7 mM KCl  
16,3 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
0,05 % Tween20 
in H2O 
 
ELISA-Blockierungspuffer 1 % Ovalbumin  
0,05 % Tween20 
in PBS 
 




Hyperosmotische Percolllösung für 100 ml Lösung: 
48,5 ml Percoll 
41,5 ml H2O 
10 ml 1,6 M NaCl 
 
Isoosmotische Percolllösung für 20 ml Lösung: 
8,3 ml Percoll 
9,7 ml  H2O 
2 ml 1,5 M NaCl 
  
RSB-Lösung 10 mM Tris pH 7,5 
10 mM NaCl 







0,1 % (v/v) DEPC in H2O  
über Nacht gerührt und anschließend zweimal 
autoklaviert 
TAE-Puffer 40 mM Tris 
5 mM Natriumacetat 
1 mM EDTA 
pH 7,8  
in H2O 






7 Tesla Bruker Biospec 70/20USR mit Avance 3 
Electronic 
Bruker Biospin 
Analysenwaage BP 61  Sartorius 
Analysenwaage MC 1  Sartorius 
Begasungsbrutschränke Heraeus 
Durchflusszytometer COULTER Epics XL-MCL Coulter 
Elektrophoresekammer  Bio-Rad 
ELISA Precision microplate reader Molecular Devices 
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2  Zeiss 
Fuchs-Rosenthal-Zählkammer  Assistent 






40 % (w/v) Sucrose  
1 mM EDTA (pH 8,0)  
0,1 % (w/v) SDS  
0,05 % (w/v) Bromphenolblau 
in H2O 
 
Blotting-Puffer 192 mM Glycin 
25 mM Tris 
in H2O 
 
TBS 20 mM Tris  
137 mM NaCl 
in H2O 
mit HCL pH 8.0 einstellen 
 
TBST TBS mit 
0,5 % (v/v) Tween-20 
 
  
TNE-Puffer 10 mM Tris pH 7,5 
100 mM NaCl 
1 mM EDTA 
in H2O 
 
40 % Sucrose-TNE 40 g Sucrose auf 
100 ml mit TNE-Puffer aufgefüllt 
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Glaswaren  Schott, Brand und B. Braun 
Injektionskäfig, Typ Broome HAR-52-04xx   Föhr Medical Instruments GmbH 
Kolbenhubpipetten  Eppendorf und Gilson 
Kühlzentrifuge 5403  Eppendorf 
Leica TP1020 Tissue Processing Gerät Leica 
Lichtmikroskop  Wilovert S Hund 
LightCycler® 1.2  Roche Diagnostics 
Magnetrührtisch RCT basic  Ika Labortechnik 
Mehrkanalpipetten (8 Kanäle)  Eppendorf 
Messzylinder  VitLab 
Mikropistill Behrens Labortechnik 
Monolith NT.LabelFree NanoTemper Technologies GmbH 
Paraffinspender Leica EG1120 Leica 
Peristaltik Pumpe Perimax 12 Spetec 
Pipettierhilfe  Integra Biosciences 
Power Supply 200/2.0  Bio-Rad 
Quarzküvetten Suprasil  Hellma 
Reinstwassersystem „NANOpure“  Barnstead Int. 
Saugpumpe „Vacuboy“  Integra Biosciences 
Schüttler Ceromat S  Braun Biotech Int. 
Slot-Blot Aperatur, MinifoldII SRC072/0 Schleicher&Schuell 
Spektralphotometer DU® 640  Beckmann Coulter 
StepOnePlus™ Real-Time PCR System Applied Biosystems 
Sterilbank (Typ: CA/REV4)  Clean Air 
Sterilbank Lamin Air HB 2448 und HB 2472 S  Heraeus 
Taumler „Red Rotor“  Hoefer 
Thermomixer 5436  Eppendorf 
Tischzentrifuge 5415 C (Rotor F-45-18-11)  Eppendorf 
Tischzentrifuge GS-6R (Rotor GH 3.7)  Beckmann Coulter 
Ultraschallgerät UW 200  Bandelin 
Vortexer VF2  Ika Labortechnik 
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2.1.14 Verbrauchsmaterial 
Amicon Ultra-4 und Ultra-15 
Zentrifugen-Filtereinheit mit Ultracell-100 Membran  
Millipore 
Nitrocellulose Transfer Membran  Whatman 
96-Well Mikrotiterplatten Nunclon  Nunc 
Röhrchen 15 ml, 50 ml Sarstedt 
Zellkulturgefäße, Nunclon  Nunc 
Whatman 3MM-Chromatographie-Papier  Whatman 
Sterilfilter „Millex“  Millipore 
Spritzen  B. Braun 
Reaktionsgefäße  Eppendorf 
Pipettenspitzen  Eppendorf 
Pasteurpipetten  Brand 
ELISA-Platten „BD FalconTM MicrotestTM 96-Well“ BD 
Parafilm M  American National Can 
Kryoröhrchen Nunc 
Kimwipes lite  Kimberly-Clark 
Kanülen (Gr.14 0,6 x 30 mm; Gr.20 0,4 x 20 mm) B/Braun 
Bakterienröhrchen 14 ml  Greiner 
Combitips  Eppendorf 
Dialyseschläuche Visking  Serva 
Petrieschalen Sarstedt 
Optical Adhesive Covers Applied Biosystems 
Einbettkassetten HistosetteII Simport 
Filme Konica 
1 ml Einwegspritzen Omnifix®-F B/Braun 
Zentrifugenröhrchen (25 x 89 mm) Beckman  
7 ml Röhrchen für die Durchflusszytometrie Beckman 
Einmal-Küvetten 1,5 mL Plastik  Plastibrand 









Adobe Illustrator CS5 Adobe 
CXP Analysis software Beckman Coulter 
CXP Cytometer software Beckman Coulter 
ELISA Software SOFTmax®PRO Molecular Devices 
EndNote X3 Thomson Researchsoft 
ImageJ Wayne Rasband (NIH) 
LightCycler?Software Vers. 3 und 4  Roche Diagnostics 
Microsoft Office Excel 2003 Microsoft 
Microsoft Office Word 2003  Microsoft 
Paravision 5.1 Bruker Biospin 





2.2.1 Allgemeine Methoden: Zellkultur, Viruspräparation, Quantifizierung 
von Proteinen und Nukleinsäuren 
2.2.1.1 Kultivierung von Zellen 
Die Kultivierung erfolgte, wenn nichts anderes vermerkt, immer bei 37 °C und 5 % CO2. Die 
Kulturmedien enthielten, neben FCS in variablen Mengen, 100 U/ml Penicillin und 100 μg/ml 
Streptomycin. Die Medien wurden vor dem Gebrauch auf 37 °C erwärmt. 
 
FRhK-4-Zellen  
Die Zellen wurden alle 7–14 Tage passagiert, wobei die Zellen durch Trypsin (7–10 min 
Inkubation) vom Kulturgefäß gelöst und anschließend in Wachstumsmedium (10 % FCS-
DMEM) aufgenommen wurden. Das Splitverhältnis betrug je nach gewünschter Dichte 1:4 
bis 1:8. Nach Erreichen der Konfluenz erfolgte zweimal in der Woche ein Mediumwechsel 
mit Erhaltungsmedium (1 % FCS-DMEM). 
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Hybridomzellen  
Die kontinuierliche Haltung der Zellen erfolgte in 15 % FCS-DMEM-Medium. Hierbei wurde 
täglich die Zellzahl bestimmt. Entsprechend der Zellzahl wurde ein Teil des Mediums 
gewechselt, so dass die Kultur immer zwischen 1 x 105 – 5 x 105 Zellen/ml enthielt. 
 
Suspensionszellen (U937, Jurkat, THP-1, (humane primäre Monozyten & Lymphozyten)) 
Die Haltung der Zellen erfolgte in 10 % FCS-RPMI-Medium. Hierbei wurde alle 2 Tage die 
Zellzahl bestimmt. Entsprechend der Zellzahl wurde ein Teil des Mediums gewechselt, so 
dass die Kultur immer zwischen 1 x 105 – 5 x 105 Zellen/ml enthielt. 
 
2.2.1.2 Kryokonservierung von Zellen 
Adhärente Zellen wurden durch Trypsinbehandlung vom Kulturgefäß gelöst. Die Zellen 
wurden durch Zentrifugation für 5 min bei 350 x g in FCS gewaschen. Je 2 x 106 Zellen 
wurden in 1 ml 10 % DMSO in FCS suspediert und in Kryoröhrchen überführt. Nach zwei 
Tagen bei -80 °C wurden die Röhrchen in flüssigem Stickstoff gelagert. 
 
2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl 
Die Zellsuspension wurde, je nach Zelldichte, mit PBS verdünnt und 1:2 (v/v) mit 0,4 %igem 
Trypan-Blau versehen. 20 μl dieser Zellsuspension wurden in eine Fuchs-Rosenthal- 
Zählkammer überführt, 8 B-Felder ausgezählt und daraus der Mittelwert gebildet. Unter 
Berücksichtigung des Verdünnungs- und des Kammerfaktors (5000 x) erfolgte dann die 
Berechnung der Zellzahl/ml. 
 
2.2.1.4 Herstellung eines HAV-Pools 
Zur Herstellung eines HAV-Pools wurden FRhK-4-Zellen in einem Verhältnis von 1:8 in 
zwei 185 cm²-Zellkulturflaschen umgesetzt und bis zu 90 %iger Konfluenz kultiviert. Die 
Zellen wurden einmal mit 1 % FCS-DMEM gespült. Pro Zellkulturflasche wurde 1 ml Virus- 
oder mock-Lysat (MOI ~ 1) mit 4 ml 1 % FCS-DMEM versetzt, und die Zellen wurden für 
zwei Stunden bei 34 °C und 5 % CO2 mit dem Inokulum inkubiert. Während der Inkubation 
wurden die Flaschen mehrfach geschwenkt. Anschließend wurde das Inokulum abgenommen 
und 25 ml 1 % FCS-DMEM zugegeben. Nach 7 Tagen bei 34 °C und 5 % CO2 wurden 10 ml 
1 % FCS-DMEM zugefüttert. Nach insgesamt 14 Tagen wurden die Ansätze zwecks Zelllyse 
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dreimal bei -80°C eingefroren und wieder aufgetaut (RT). Die Lysate wurden dreimal für 
20 sec mit Ultraschall (20 kHz/200 W) behandelt und danach 10 min bei 1.700 x g 
zentrifugiert, um Membranbestandteile zu pelletieren. Der virushaltige Überstand wurde 
aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Die Titerbestimmung (TCID50) erfolgte per 
Immunfluoreszenztest. 
 
2.2.1.5 Herstellung von gereinigtem HAV 
Zur Herstellung von gereinigtem Virus wurde zunächst, wie unter Punkt 2.2.1.4 beschrieben, 
ein Virus-Pool hergestellt. Das so gewonnene Viruslysat wurde in Beckmann 
Zentrifugenröhrchen (25 x 89 mm) für 10 min bei 30.000 x g (SW28 Rotor, 15.000 rpm) 
zentrifugiert und der Überstand in 50 ml Röhrchen überführt. Danach wurden 10 ml 
40 % Sucrose-TNE in Zentrifugenröhrchen (25 x 89 mm) vorgelegt und langsam mit 27 ml 
des virushaltigen Überstands überschichtet, es folgte eine Zentrifugation für 14 h bis max. 
16 h bei 80.000 x g (SW28 Rotor, 25.000 rpm) und 8 °C, wobei das Virus durch den 
Sucrosegradienten wanderte und am Boden pelletierte. Nach Dekantieren des Überstands 
wurden 150 µl PBS zugegeben, die Röhrchen für 10 min auf Eis inkubiert und das Pellet 
durch Vortexen reuspendiert. Das so erhaltene gereinigte Virus wurde wie unter Punkt 2.2.1.6 
beschrieben titriert und bei -80°C gelagert.[96] 
 
2.2.1.6 Bestimmung des 50 %-Endpunkttiters (TCID50/ml) eines HAV-Pools 
Die Titration erfolgte auf zu 80 % konfluent mit FRhK-4-Zellen bewachsenen 
Mikrotiterplatten. Von dem HAV-Pool wurden mit Erhaltungsmedium zwei dekadische 
Verdünnungsreihen (10-1–10-11) hergestellt. Dabei wurden je acht untereinanderliegende 
Wells mit 100 μl Inokulum derselben Verdünnungsstufe infiziert. Auf eine Reihe mit 8 Wells 
wurde mock-Lysat aufgebracht. Nach einer Inkubation von 2 h bei 34 °C und 5 % CO2 wurde 
das Inokulum abgenommen und zweimal mit 150 μl/Well 1 % FCS-DMEM gewaschen. Es 
folgten die Zugabe von je 200 μl/Well 1 % FCS-DMEM und eine Inkubationszeit von 
14 Tagen bei 34 °C und 5 % CO2. Die Auswertung erfolgte durch indirekte 
Immunfluoreszenz. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschließend mit 90 %igem 
eiskaltem Aceton in PBS (100 µl/Well) für 20 min bei -20 °C fixiert. Nach zweimaligem 
Waschen mit PBS wurden 50 µl/Well primärer anti-HAV-Antikörpers 7e7 (1:800 verdünnt in 
PBS) aufgebracht und 45 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit PBS 
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gewaschen und mit 50 µl/Well sekundärem Antikörper (Ziege-anti-Maus, FITC konjugiert, 
1:80 verdünnt in PBS) für 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit 
PBS erfolgte die Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop bei einer 
Anregungswellenlänge von ??= 495 nm. Ein Well wurde als positiv bewertet, sobald 
mindestens eine Zelle die für HAV typische granuläre Fluoreszenz aufwies. 





2.2.1.7 Proteinbestimmung mittels Bradford 
Das Bradford-Reagenz enthält unter anderem Coomassie-Blau. Bindet dieser Farbstoff an 
Proteine, verschiebt sich das Absorptionsmaximum konzentrationsabhängig von 495 nm auf 
595 nm.  
Zur Ermittlung der Proteinkonzentration einer Lösung wurden 5 µl der Probe mit 1 ml 
Bradford-Reagenz vermischt. Nach 15 min Inkubation bei RT erfolgte eine photometrische 
Messung bei 595 nm. Der Proteingehalt wurde anschließend über eine mit BSA (bovines 
Serumalbumin) erstellte Eichgerade ermittelt.  
 
2.2.1.8 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäure 
Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung der Nukleinsäuren wurden 100 μl einer 1:50 
in H2O hergestellten Verdünnung in Quarzküvetten mit einer Schichtdicke von 1 cm bei 
260 nm, dem Absorptionsmaximum für DNA/RNA, gegen Wasser gemessen. Eine OD260 = 1 
(optische Dichte bei 260 nm) entspricht dabei 40 μg RNA/ml bzw. 50 µg DNA/ml. Zusätzlich 
kann die Reinheit der RNA bzw. DNA durch das Verhältnis der Absorption von Nukleinsäure 
(A260) zu Proteinen (A280) bestimmt werden, da die Absorption bei 280 nm durch das 
Vorhandensein aromatischer Aminosäuren in Proteinen erhöht wird. Der Quotient A260/A280 
sollte bei reiner RNA bei 2,0 (± 0,15) und bei DNA um 1,8 liegen, kleinere Werte weisen auf 
eine Verunreinigung durch Proteine hin. 
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2.2.2 HAV und Hämatopoese 
2.2.2.1 Anpassung von HAV an monozytäre Zelllinien 
Um die monozytären Zelllinien U937 und THP-1 mit dem Hepatitis A-Virus zu infizieren, 
wurden verschiedene Virusvarianten bzw. Virusisolate eingesetzt (siehe Punkt 2.1.2). Die 
Zellen wurden dafür unter regelmäßigem Schwenken mit den entsprechenden Lysaten bei 
34 °C inkubiert. Welche Bedingungen für die Erstinfektion gewählt wurden, ist der Tab. 1 zu 
entnehmen. Nach der Inokulation wurden die Zellen gewaschen. Die weitere Kultivierung 
erfolgte in 10 % FCS-RPMI Medium ebenfalls bei 34 °C, nach je 7–14 Tagen erfolgte die 
weitere Passagierung. Hierfür wurde ein Teil der Zellen für die Analyse auf das 
Vorhandensein von HAV verwendet. Die restliche Zellsuspension (3–4 ml) wurde dreimal bei 
-70 °C eingefroren und bei RT aufgetaut sowie dreimal für 20 sec mit Ultraschall 
(20 kHz/200 W) behandelt. Der Zelldebris wurde durch Zentrifugation entfernt (5 min, 
14.000 x g) und im Überstand vorhandenes Virus weiter passagiert (siehe Tab. 1, 
Passagierung). In der Regel wurden die Zellen nach der ersten und fünften Virus-Passage 















HAVGBM 400 µl - 10 U937 2 x 106 2 h A 
HAV/7 260 µl - 10 U937 2 x 106 2 h A 
HAVGBM 660 µl 5340 µl DMEM 10 U937 6 x 105 2 h A 
HAVPI 600 µl 5400 µl DMEM 10 U937 6 x 105 2 h A 
HAV/7 20 µl 180 µl RPMI 5 U937 4 x 104 2 h A 
HAV/7 50 µl 150 µl RPMI 10 U937 4 x 104 2 h A 
HAV/7 100 µl 100 µl RPMI 20 U937 4 x 104 2 h A 
HAV/7 200 µl - 40 U937 4 x 104 2 h A 
HAV/7 50 µl 150 µl RPMI 10 U937 2 x 104 2 h A 
HAVGPE 20 µl 180 µl RPMI 5 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVGPE 50 µl 150 µl RPMI 10 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVGPE 100 µl 100 µl RPMI 20 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVGPE 200 µl - 40 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVGPE 50 µl 150 µl RPMI 10 U937 2 x 104 ÜN B 












HAVPI-SP1K 20 µl 180 µl RPMI 5 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVPI-SP1K 50 µl 150 µl RPMI 10 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVPI-SP1K 100 µl 100 µl RPMI 20 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVPI-SP1K 200 µl - 40 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVPI-SP1K 50 µl 150 µl RPMI 10 U937 2 x 104 ÜN B 
HAVGBM 20 µl 180 µl RPMI 25 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVGBM 50 µl 150 µl RPMI 60 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVGBM 100 µl 100 µl RPMI 120 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVGBM 200 µl - 240 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVGBM 50 µl 150 µl RPMI 25 U937 2 x 104 ÜN B 
HAVCyt 100 µl 100 µl RPMI 20 U937 4 x 104 ÜN B 
HAVHepG2 100 µl 100 µl RPMI 20 U937 4 x 104 2 h B 
HAVGPE 100 µl 100 µl RPMI 20 U937 4 x 104 ÜN B 
HAV IB-DS-2D10 100 µl 100 µl RPMI 20 U937 4 x 104 2 h B 
HAVHMH 100 µl 100 µl RPMI 20 U937 4 x 104 2 h B 
HAV/7 200 µl - 1500 THP-1 1 x 104 3 h C 
HAV/7 250 µl - 2000 THP-1 1 x 104 3 h C 
HAV/7 200 µl - 150 THP-1 1 x 105 3 h C 
HAV/7 300 µl - 250 THP-1 1 x 105 3 h C 
HAVCyt 200 µl - 200 THP-1 1 x 104 3 h C 
HAVCyt 250 µl - 250 THP-1 1 x 104 3 h C 
HAVCyt 200 µl - 20 THP-1 1 x 105 3 h C 
HAVCyt 300 µl - 30 THP-1 1 x 105 3 h C 
A   200 µl Lysat, 2 x 104  Zellen, 2 h 
B   200 µl Lysat + 200 µl RPMI, 4 x 104  Zellen, 2 h 
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2.2.2.2 RSB-Extraktion von zytoplasmatischer und viraler RNA 
Pro Extraktion wurde 1 ml Zellsuspension eingesetzt. Die Zellen wurden einmal mit PBS 
gewaschen und das Pellet in 200 µl RSB-Lösung auf Eis schäumend resuspendiert. Die 
Suspension wurde 30 sec bei 14.000 x g zentrifugiert, um die Zellkerne zu pelletieren. 
Anschließend wurde der Überstand so oft mit gleichem Volumen H2O-gesättigtem 
Phenol/Chloroform (1:1) extrahiert, bis keine Interphase mehr vorhanden war (in der Regel 
drei- bis viermal), wobei immer für 5 min bei 14.000 x g zentrifugiert wurde. Die RNA wurde 
dann aus dem Überstand durch Zugabe von 0,1 Volumenteilen 3 M Na-Acetatlösung (pH 4,8) 
und 2,5 Volumenteilen 100 % Ethanol für 1 h bei -80 °C gefällt. Das RNA-Pellet wurde im 
Anschluss einmal mit 70 % Ethanol gewaschen und in 30 µl DEPC-behandeltem Wasser 
aufgenommen. 
 
2.2.2.3 Nachweis von HAV-RNA über RT-PCR 
Ob die U937- oder THP-1-Zellen mit dem HA-Virus infiziert waren, wurde mittels RT-PCR 
überprüft, wobei zunächst der RNA-Abschnitt, der für das virale 3C Protein codiert, sowie β-
Actin mRNA als Kontrolle in einer reversen Transkriptions-Reaktion (RT) in cDNA 
umgeschrieben wurden. Im Anschluss erfolgte eine PCR-Reaktion, in der die entsprechende 
cDNA amplifiziert wurde. 
Für die reverse Transkription wurden 10 µl der RNA-Lösung (aus RSB-Extraktion) mit 
30 pmol Antisense-Primer in einem Volumen von 12 µl für 10 min bei 65°C denaturiert. 
Danach wurden 4 µl 5x Reverser Transkriptionspuffer, 2 µl dNTP-Mix [je 10 mM dATP, 
dCTP, dGTP und dTTP] und 2 µl 10 mM DTT sowie 1 µl Reverse Transkriptase [5 U/µl] 
zugefügt. Dieser Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 µl wurde dann für 45 min bei 
42 °C inkubiert, um die RNA in cDNA zu transkribieren. 
Für die PCR Reaktion wurden 5 µl der cDNA mit 38,2 µl RNase-freiem H2O, 5 μl Taq-Puffer 
[5x], 1 μl dNTP-Mix [je 10 mM], 0,2 μl Taq-Polymerase [5 U/μl], 0,3 μl sense-Primer 
[100 pmol/μl] und 0,3 μl antisense-Primer [100 pmol/μl] gemixt. Die Amplifikation im PCR-
Cycler erfolgte bei einem Temperaturprofil von: 2' 95 °C; 30 x (1' 95 °C; 2' 55 °C; 3' 72 °C); 
10' 72 °C. 
Im Anschluss an die PCR erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Produkte im 
Agarosegel, wobei je 10 µl Probe eingesetzt wurden. 
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2.2.2.4 Agarosegel-Elektrophorese 
Um den Erfolg der RT-PCR zu überprüfen, wurde eine Gel-Elektrophorese durchgeführt, 
wobei sich die Nukleinsäure-Fragmente entsprechend ihrer Größe im Gel auftrennen lassen 
und durch die Einlagerung von Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar werden. Dazu wurde 
ein 0,6-1 %iges Agarosegel (w/v) aus Agarose und 1 x TAE-Puffer sowie 0,5 μg/ml 
Ethidiumbromid hergestellt. Das Agarosegel wurde in eine mit 1 x TAE gefüllte Gelkammer 
eingesetzt. Die Proben wurden 1/6 (v/v) mit DNA-Probenpuffer verdünnt und in die 
Geltaschen überführt. Um die Fragmentgröße beurteilen zu können, wurde stets ein DNA-
Größenstandard mitgeführt (1 kb ladder). Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte 
durch Anlegen einer konstanten Spannung von 60–80 Volt (V) für 45–90 min, wobei die 
DNA in Richtung der Anode durch das Gel wanderte. 
Die Banden konnten anschließend durch Auflegen des Gels auf einen UV-Transilluminator 
sichtbar gemacht und beurteilt werden. 
 
2.2.2.5 Immunfluoreszenz zum HAV-Nachweis in Suspensionszellen 
1 ml der Zellsuspension wurde durch Zentrifugation bei 500 x g für 5 min in PBS gewaschen 
und in kaltem 90 %igen Aceton fixiert. Anschließend erfolgte ein weiterer Waschschritt in 
PBS und die Zellen wurden für 1 h mit 100 µl Maus-anti-HAV-Antikörper (7e7 1:800 
verdünnt) in PBS und 10 % FCS bei 37°C inkubiert. Nachdem die Zellen erneut zweimal 
gewaschen wurden erfolgte die Markierung der primären Antikörper durch eine weitere 
Inkubation für 1 h bei 37°C mit einem FITC-konjugierten Ziege-anti-Maus-Antikörper. Nach 
dem Waschen wurden die Zellen mit ca. 10 µl PBS auf Objektträgern ausgestrichen, 
getrocknet, mit Glycerol-Eindeckmedium und Deckgläschen versehen und unter dem 
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. 
 
2.2.2.6 Isolierung von Lymphozyten und Monozyten aus Blut 
Die Isolierung erfolgte angelehnt an das in der Publikation „Simple and cost-effective 
isolation of monocytes from buffy coats“ beschriebene Protokoll[97].  
Alle Aufreinigungsschritte wurden bei Raumtemperatur in 50 ml Röhrchen durchgeführt. Pro 
Donor wurden 60 ml Blut mit RPMI-Medium auf 150 ml aufgefüllt. Je 6x 12,5 ml Ficoll 
wurden mit je 25 ml des RPMI-Medium/Blut-Gemisches überschichtet und für 15 min bei 
950 x g (Bremse ausgeschaltet) zentrifugiert. Nach diesem Zentrifugationsschritt setzten sich 
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die Erythrozyten und Granulozyten als Pellet ab, die Lymphozyten und Monozyten (PBMCs) 
befanden sich in der Interphase und waren von Serum überschichtet. Das Serum wurde 
verworfen und die Interphase vorsichtig abpipettiert, ohne das Pellet zu berühren. 
Die Interphasen aus je zwei Röhrchen wurden zusammengeführt, mit RPMI-Medium auf 
50 ml aufgefüllt, durch Zentrifugation bei 350 x g für 7 min gewaschen und die Zellen 
pelletiert. Anschließend wurden die Pellets gepoolt und weitere zweimal mit RPMI-Medium 
auf 50 ml aufgefüllt und bei 350 x g für 7 min zentrifugiert. 
Das Zellpellet wurde in 6 ml RPMI aufgenommen. Je 10 ml hyperosmotische Percolllösung 
wurden mit 3 ml der Zellsuspension überschichtet und für 15 min bei 580 x g (Bremse 
ausgeschaltet) zentrifugiert. Während dieser Zentrifugation pelletierten die Lymphozyten 
durch den Gradienten und die Monozyten wurden durch die Percolllösung an der Oberfläche 
gehalten. Die im Pellet befindlichen Lymphozyten und die Monozyten aus dem Überstand 
wurden separat durch Zentrifugation bei 350 x g für 7 min in RPMI gewaschen. 
Die Lymphozyten wurden dann in 20 ml 10 % FCS-RPMI-Medium aufgenommen und für die 
weiteren Versuche eingesetzt. 
Das Monozytenpellet wurde in 3 ml RPMI-Medium aufgenommen und 10 ml isoosmotische 
Percolllösung mit dieser Zellsuspension überschichtet und für 15 min bei 350 x g 
zentrifugiert, wobei sich die Monozyten als Pellet am Boden sammelten und so von 
verbliebenen Thrombozyten und toten Zellen getrennt wurden. Das Pellet wurde in RPMI-
Medium gewaschen, in 5 ml 10 % FCS-RPMI-Medium aufgenommen und für weitere 
Versuche verwendet. 
 
2.2.2.7 Inkubation von Zellen mit HAV zur Untersuchung der Siglec-Expression 
Um den Effekt einer Inkubation mit HAV auf die Siglec-7 bzw. -9 Expression auf humanen 
Lymphozyten bzw. Monozyten zu untersuchen, wurden die Zellen direkt nach der Isolierung 
(siehe Punkt 2.2.2.6) für 24 h sowohl mit gereinigtem HAV als auch mit HAV-Lysat (immer 
MOI 2) in 6 Well-Platten in 10 % FCS-RPMI-Medium inkubiert. Als Kontrollen wurden 
parallele Ansätze mit mock-Lysat bzw. ohne spezielle Behandlung kultiviert. Außerdem 
wurden als weitere Kontrolle unbehandelte Zellen direkt nach der Isolierung ohne 
Inkubationszeit bzw. Kultivierung bei 4 °C gelagert. Pro Ansatz wurden je nach Ausbeute der 
Aufreinigung (siehe Punkt 2.2.2.6) 6 x 106 - 2 x 107 Zellen eingesetzt.  
Der Effekt von HAV auf die Siglec-7 bzw. -9 Expression auf monozytären U937- bzw. THP-
1-Zellen sowie auf lymphozytären Jurkat-Zellen wurde ebenfalls untersucht. Hierfür wurden 
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pro Ansatz jeweils 5 x 106 Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden jeweils mit mock- bzw. 
HAV-Lysat (MOI 1 und 10) sowie mit gereinigtem HAV (MOI 1 und 10) versehen und in 
einem Gesamtvolumen von 10 ml mit 10 % FCS-RPMI-Medium kultiviert. Zusätzlich wurde 
ein Ansatz unbehandelter Zellen mitgeführt.  
Nach 1, 3 bzw. 24 h wurden je 3 ml der Zellsuspension abgenommen, die Zellen durch 
Zentrifugation bei 500 x g für 5 min pelletiert und das Zellpellet mit 500 µl 1 %iger 
Formaldehydlösung fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt für 5 min bei 500 x g wurden 
die Zellen in 500 µl PBS aufgenommen und in 7 ml Röhrchen (65 x 15,7 mm) überführt. 
Die Auswertung erfolgte wie unter Punkt 2.2.2.8 beschrieben mit dem Durchflusszytometer 
oder durch indirekte Immunfluoreszenz. 
 
2.2.2.8 Nachweis der Siglec-Expression mittels Durchflusszytometrie oder 
indirekter Immunfluoreszenz 
Die in dieser Arbeit durchgeführten durchflusszytometrischen Messungen wurden mit einem 
COULTER Epics XL-MCL Gerät durchgeführt. Mit dieser Methode können sowohl Zellen 
unterschieden werden, die sich in Größe und Granularität unterscheiden, als auch Zellen 
analysiert werden, die zuvor mit antigenspezifischen Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten 
Antikörpern markiert wurden.  
Vorteil dieser Methode im Vergleich zur Mikroskopie ist, dass in kurzer Zeit sehr viele Zellen 
analysiert werden können, wobei sich beide Methoden im Grundprinzip nicht wesentlich 
unterscheiden. Bei der Durchflusszytometrie passieren die Zellen einzeln eine Messküvette 
und werden von einem Laser (in diesem Fall ein Argon Laser 488 nm) angeregt. Durch 
Detektoren werden das von den Zellen emittierte Vorwärts- (Forward Scatter) sowie das 
Seitwärtsstreulicht (Side Scatter) gemessen. Vereinfacht kann gesagt werden, dass durch 
kleine Zellen weniger Vorwärtsstreulicht verursacht wird als durch große Zellen, wodurch mit 
diesem Detektor (dieser befindet sich fast parallel zum Laser) Zellen verschiedener Größe 
unterschieden werden können. Das emittierte Seitwärtsstreulicht (der Detektor befindet sich 
im 90°-Winkel zum Laser) hingegen wird vor allem durch die Granularität der Zellen 
beeinflusst. Je granulärer die Zelle, desto mehr Seitwärtsstreulicht entsteht beim Durchtritt des 
Laserstrahls.  
Neben diesen Detektoren verfügt das Gerät außerdem noch über vier weitere Detektoren bzw. 
Filter, mit denen verschiedene Fluoreszenzen unterschieden werden können. 
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Die eingehenden Lichtsignale verschiedener Wellenlängen werden in elektrische Impulse 
umgewandelt und mithilfe von Verstärkern amplifiziert, wobei dies linear oder logarithmisch 
geschehen kann. Mithilfe spezieller Software können aus den so gesammelten Daten 
Histogramme erstellt und die Probe bezüglich der verschiedenen Populationen oder 
Markierungen ausgewertet werden. 
Die aus Blut aufgereinigten humanen Monozyten und Lymphozyten wurden nach der 
Kultivierung gewaschen und aus einem Ansatz die Zellen aufgeteilt und mit Maus-anti-
Siglec-7 oder -9 (1:50 verdünnt in 100 µl 10 % FCS/PBS) bzw. ohne primären Antikörper ÜN 
bei 4 °C inkubiert. Nachdem die Zellen zweimal mit PBS gewaschen wurden (Zentrifuagtion 
5 min bei 500 x g) folgte die Inkubation mit dem sekundären Alexa488 konjugierten Ziege-
anti-Maus-Antikörper (1:500 verdünnt in 100 µl 10 % FCS/PBS) für 4 h bei 4°C. Die Zellen 
wurden erneut zweimal mit PBS gewaschen und anschließend für 15 min in 500 µl 1 %iger 
Formaldehydlösung fixiert.  
Die Lymphozyten wurden gewaschen und in 500 µl PBS aufgenommen, in 7 ml Röhrchen 
(65 x 15,7 mm) überführt und im Durchflusszytometer analysiert. 
Die Monozyten wurden noch einmal gewaschen und zusätzlich mit einem PC.5 konjugierten 
anti-CD14 Antikörper markiert. Pro Ansatz wurden 3 µl Antikörper eingesetzt, die Inkubation 
erfolgte für 30 min bei RT. Nach einem letzen Waschschritt mit PBS wurden die Monozyten 
in 500 µl PBS aufgenommen, in 7 ml Röhrchen überführt und im Durchflusszytometer 
analysiert. 
Um die Siglec-7 und -9 Expression der Zelllinien nach der Inkubation mit HAV zu 
analysieren, wurden die Zellen eines Ansatzes gedrittelt und jeweils für 30 min bei RT mit 
Maus-anti-Siglec-7 oder -9 (1:50 verdünnt in 100 µl 10% FCS/PBS) bzw. ohne primären 
Antikörper inkubiert. Nachdem die Zellen zweimal mit PBS gewaschen wurden 
(Zentrifuagtion 5 min bei 500 x g), folgte eine Inkubation für 30 min bei RT mit dem 
sekundären Alexa488 konjugierten Ziege-anti-Maus-Antikörper (1:500 verdünnt in 100 µl 
10 % FCS/PBS). Nach einem letzen Waschschritt mit PBS wurde ein Teil der Zellen auf 
Objektträgern ausgestrichen, getrocknet und mit Glyceroleindeckmedium und Glasplättchen 
bedeckt. Diese Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Der restliche 
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2.2.3 Untersuchungen zur IgA-Immunkomplex-Verteilung im Organismus  
2.2.3.1 Verwendetes Antigen: Hepatitis-A Virus 
2.2.3.1.1 Herstellung der HAV bzw. der HAV/Ig Inokula 
Zur Herstellung der Inokula wurde ein in FRhK-4-Zellen generierter HAVPI-Viruspool 
(TCID50 1 x 107/ml) sowie die Antikörper anti-HAV IgA (Stocklösung: 8,8 mg/ml) und anti-
HAV IgG 7e7 (Stocklösung: 5,5 mg/ml) verwendet. Die Inokula enthielten unkomplexiertes 
HAV, HAV komplexiert mit IgA oder HAV komplexiert mit IgG, welches als 
Immunkomplexkontrolle diente. Für die intraperitoneale Injektion wurde pro Tier 1 ml 
Inokulum und für die intravenöse Injektion 200 µl Inokulum hergestellt. Das Virus und die 
Antikörper wurden in PBS verdünnt, so dass die Inokula 1 x 106 infektiöse Viruseinheiten 
und gegebenenfalls 20 µg IgA- bzw. IgG-Antikörper enthielten. Zwecks der 
Immunkomplexbildung wurde für 3 h bei RT geschwenkt. Die Inokula wurden aliquotiert und 
bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. 
Zur Überprüfung der Komplexbildung wurden die Inokula auf FRhK-4-Zellen austitriert 
(siehe 2.2.1.6). Die Inokula wurden für die Versuche eingesetzt, sofern die Titration der 
Virus-Antiköperkomplexe eine Reduktion der Infektiosität > 99 % im Vergleich zur TCID50 
des HAVPI zeigte. 
 
2.2.3.1.2 Inokulation und Nekropsie der Mäuse  
Die Injektion erfolgte versuchsabhängig entweder intraperitoneal mit 1 ml Inokulum oder 
intravenös in die Schwanzvene mit 200 µl Inokulum. Vor und nach der Inokulation wurden 
die Mäuse einer visuellen Vitalitätskontrolle unterzogen und bis zur Sektion gehalten. 
Versuchsabhängig wurden die Mäuse vor der Gewebeentnahme perfundiert, um das Blut aus 
den Organen zu entfernen.  
Die Mäuse wurden gewogen, mit Isofluran (1–3 % in 100 % O2) narkotisiert und dann in 
Rückenlage auf einem Gitter fixiert. Nach dem Öffnen des Thorax wurde eine stumpfe, an 
einem Schlauch befestigte Kanüle (0,6 x 30 mm) in den linken Herzventrikel eingeführt und 
mit einer Arterienklemme fixiert, anschließend wurde der rechte Vorhof angeschnitten. Mit 
Hilfe einer Peristaltikpumpe wurden bei einer Fließgeschwindigkeit von 5 ml/min mit 20 ml 
PBS perfundiert. Wenn benötigt, wurde das austretende Blut aufgefangen.  
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Falls keine Perfusion erforderlich war, wurden die Mäuse durch cervikale Dislokation getötet. 
Anschließend wurden die Organe entnommen und die zur Analyse benötigte Menge 
abgewogen. Die Proben wurden bis zur Bearbeitung bei -80 °C gelagert. 
 
2.2.3.1.3 Isolierung von RNA aus Mausgewebe 
Die Aufreinigung der RNA aus Mausgeweben zum anschließenden HAV-Nachweis erfolgte 
nach Herstellerangaben mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen). Es wurde darauf geachtet, dass 
die Gewebe vor Zugabe des RLT-Lysepuffers nicht auftauten. Nach Zugabe des Puffers 
(350 µl RLT/< 20 mg Gewebe, 600 μl RLT/20–30 mg Gewebe) wurden die Gewebe in 1,5 ml 
Cups mit einem passenden Mikropistill homogenisiert. Dieses Homogenisat wurde 
entsprechend der Herstellerangaben weiter aufgereinigt. Das Elutionsvolumen betrug bei allen 
Geweben 100 μl. 
 
2.2.3.1.4 Real-Time RT-PCR System zur Quantifizierung von HAV-RNA 
Die Detektion der HAV-RNA erfolgte mit dem artus HAV LC RT-PCR Kit und einem 
LightCycler 1.2 nach Herstellerangaben. Zur Quantifizierung wurde eine im Kit enthaltene 
externe Standardreihe genutzt, wobei die HAV-RNA Konzentration in Internationalen 
Einheiten/Mikroliter (IU/μl) angegeben wurde. Jeder PCR-Lauf wurde mit den 
Quantifizierungsstandards und einer Negativprobe (H2O) durchgeführt. Die PCR enthielt 
neben dem spezifischen HAV Detektionssystem ein heterologes Amplifikationssystem 
(Interne Kontrolle), welches zur Überprüfung der Amplifikation diente. Für die RT-PCR 
wurden pro Reaktion zu 13 μl Mastermix, 2 μl Magnesiumlösung, 0,5 µl RNA der internen 
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2.2.3.2 Verwendetes Antigen: Salmonella enteritidis 
2.2.3.2.1 Kultivierung von Salmonella enteritidis und Bestimmung der CFU 
Die lyophilisierten Bakterien wurden in LB-Medium suspendiert und ÜN bei 37 °C inkubiert. 
Zur weiteren Lagerung wurden Kryokulturen hergestellt. Die Bakteriensuspension wurde 
hierfür 1:1 mit Glycerol vermischt und bei -80 °C eingefroren. Aus diesen Kryokulturen 
wurde für jeden weiteren Versuch eine frische Übernachtkultur angeimpft.  
Zur Bestimmung der CFU (Koloniebildende Einheiten) wurde in Doppelansätzen eine 
logarithmische Verdünnungsreihe der Bakteriensuspension in LB-Medium hergestellt. Je 
100 µl der Verdünnungsstufen 10-6–10-8 wurden anschließend auf LB-Agar ausplattiert und 
ÜN bei 37 °C inkubiert. Die Platten, auf denen die Koloniezahl zwischen 50 und 100 lag, 
wurden ausgezählt und unter Berücksichtigung der Verdünnungen die CFU pro ml berechnet. 
 
2.2.3.2.2 Inaktivierung von S.enteritidis 
Die Bakterien wurden mit Formaldehydlösung fixiert und so als replizierendes Pathogen 
inaktiviert. Hierfür wurde 1 ml Bakteriensuspension durch Zentrifugation bei 4.000 x g für 
60 sec pelletiert und das Pellet anschließend in 1 ml 4 %iger Formaldehydlösung 
resuspendiert und für 10 min bei RT inkubiert. Anschließend erfolgten drei Waschschritte in 
PBS (Zentrifugation bei 4.000 x g für 60 sec) und das Bakterienpellet wurde in 995 µl PBS 
resuspendiert. Zur Überprüfung der Inaktivierung wurden 100 µl dieser Suspension auf LB-
Agar ausplattiert und für 48 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Fixierung durch 
Formaldehydlösung konnte in keinem Fall ein Bakterienwachstum beobachtet werden. 
 
2.2.3.2.3 Überprüfung der Bindung von anti-S.ent Antikörpern an fixierte S.enteritidis 
mittels indirekter Immunfluoreszenz 
Um zu überprüfen, ob die Maus-anti-Salmonella-Antikörper an die fixierten Bakterien binden 
und um eine geeignete Antikörper-Verdünnung für die Bildung von Immunkomplexen zu 
ermitteln, wurde die Bindung mittels indirekter Immunfluoreszenz überprüft.  
Die Inkubation mit den Antikörpern erfolgte jeweils für eine Stunde bei 37 °C in einem 
Volumen von 50 µl, wobei die Bakterien nach jeder Inkubation dreimal mit PBS gewaschen 
wurden (Zentrifugation bei 4.000 x g für 60 sec). Es wurden je 108 fixierte Bakterien mit 
verschiedenen Konzentrationen an primärem Antikörper inkubiert.  
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Für den IgA-Nachweis wurden zwei sekundäre Antikörper eingesetzt, ein Kaninchen-anti-
Maus-IgA-Antikörper (1:50 verdünnt in PBS) und ein FITC konjugierter Ziege-anti-
Kaninchen-IgG-Antikörper (1:100 verdünnt in PBS). 
Der Nachweis der IgG-Antikörper erfolgte mit einem FITC konjugierten Ziege-anti-Maus 
Antikörper (1:80 verdünnt in PBS). 
Nach dem letzten Waschschritt wurde das Bakterienpellet in 10 µl PBS aufgenommen und die 
Suspension auf einem Objektträger ausgestrichen. Nach dem Trocken wurden die Bakterien 
mit Glycerol-Eindeckmedium überschichtet, mit einem Deckgläschen bedeckt und dieses mit 
Nagellack fixiert. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. 
 
2.2.3.2.4 Herstellung von S.ent/Ig Komplexen und Präparation der Mäuse 
Den Mäusen wurden je 2 x 108 fixierte Bakterien injiziert, wobei die Bakterien für die i. p. 
Injektion in einem Volumen von 1 ml und für die i. v. Injektion in einem Volumen von 200 µl 
aufgenommen wurden. Die Komplexbildung mit dem IgA bzw. IgG erfolgte für 30 min bei 
37 °C, wobei pro Ansatz (2 x 108 Bakterien) 20 µl Maus-anti-Salmonella-IgA- bzw. –IgG-
Antikörper eingesetzt wurden. Durch die indirekte IF (Punkt 2.2.3.2.3) konnte gezeigt 
werden, dass die Hälfte dieser Volumen an Antikörperlösung ausreichte, um alle Bakterien zu 
markieren. 
Die Inokula wurden mit Einwegspritzen und Kanülen (0,4 x 20 mm) in die Schwanzvene 
(i. v.) bzw. in die Bauchhöhle (i. p.) injiziert. Nach 8 h wurden die Mäuse, wie unter Punkt 
2.2.3.1.2 beschrieben, narkotisiert und perfundiert. Es wurden Thymus, thymusumgebendes 
Gewebe, Leber, Milz, GALT und Blut entnommen. Zur Herstellung von Gewebeschnitten 
wurden Teile vom Thymus und der Leber für 8–16 h in 4 %iger Formaldehydlösung gelagert 
und danach, wie unter Punkt 2.2.3.2.5 beschrieben, in Paraffin eingebettet. 
 
2.2.3.2.5 Herstellung von Gewebeschnitten 
Die entsprechenden Organe wurden 8–16 h bei RT in 4 %iger Formaldehydlösung fixiert und 
anschließend weitere 3–24 h in 70 % Ethanol inkubiert. Danach wurden die Organe in 
Einbettkassetten fixiert, entwässert und in Paraffin eingebettet. Die Kassetten wurden hierfür 
nacheinander für je 2 h bei RT in den folgenden Lösungen inkubiert: 70 % Ethanol, 80 % 
Ethanol, 90 % Ethanol, 95 % Ethanol, 100 % Ethanol, Xylol, 2 x in 65 °C warmem 100 % 
Paraffin. Dieser Prozess erfolgte automatisch mit dem Leica TP1020 Tissue Processing Gerät. 
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Die Paraffin durchtränkten Gewebe wurden dann mittig in passenden Gießschälchen platziert 
und mit heißem Paraffin überschichtet. Das noch flüssige Paraffin wurde mit einer 
Einbettkassette bedeckt. Diese diente nach dem Erkalten als Halter für den Paraffinblock, der 
dann aus der Gießform herausgelöst wurde. 
Die Paraffinblöcke wurden in die Halterung eines Schlittenmikrotoms gespannt und das 
Messer in einer gleichmäßigen Bewegung über den Paraffinblock geführt, wobei in diesem 
Fall eine Schnittdicke von 4 µm gewählt wurde. Die Schnitte wurden mit einem Pinsel in ein 
50 °C warmes Wasserbad übertragen und so gestreckt und von Falten befreit. Um die Schnitte 
auf Objektträger aufzuziehen, wurden diese schräg in das Wasserbad geführt und der Schnitt 
so positioniert, dass er beim Herausziehen des Objektträgers an gewünschter Stelle haften 
blieb. Die Präparate wurden anschließend bei 37 °C getrocknet. 
 
2.2.3.2.6 Nachweis von Salmonella in Gewebeschnitten 
Die Gewebeschnitte wurden zunächst entparaffiniert Dies erfolgte durch eine Inkubation für 
zweimal 10 min in Xylol, danach je 5 min in 95 % Ethanol, 80 % Ethanol, 70 % Ethanol und 
abschließend in H2O. 
Zur Demaskierung der Antigene wurden die Objektträger anschließend dreimal für 5 min in 
Citratpuffer in der Mikrowelle gekocht, abgekühlt und dreimal mit PBS gewaschen. Um 
unspezifische Bindungen der Antikörper zu verhindern, wurden die Schnitte vor der 
Antikörperfärbung für 1 h mit 10 % FCS/PBS inkubiert. Für den Nachweis von Salmonella 
wurden die einzelnen Gewebe auf dem Objektträger mit einem wasserabweisenden PAPpen 
umrandet, mit 100 µl einer 1:100 Verdünnung von Kaninchen-anti-Salmonella-O-Antigen-
Antikörper für 1 h bei 37 °C inkubiert und anschließend die nichtgebundenen Antikörper 
durch dreimaliges Waschen in PBS entfernt. Die Markierung der spezifisch gebundenen 
Antikörper erfolgte durch einen Alexa488 konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper 
(1:1000 verdünnt je 100 µl). Um unspezifische Bindungen auszuschließen, wurde pro 
Gewebe jeweils ein Schnitt nur mit dem sekundären Antikörper inkubiert.  
Abschließend wurden die Gewebeschnitte mit Glycerol-Eindeckmedium und einem 
Deckgläschen überschichtet, welches mit Nagellack fixiert wurde. Die Auswertung erfolgte 
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2.2.3.2.7 Aufreinigung von DNA aus Mausgewebe 
Die Isolierung der DNA erfolgte mit dem QIAamp® DNA Mini Kit von Qiagen. Es wurden 
maximal 25 mg Gewebe eingesetzt. Die Gewebe wurden zunächst in 80 µl PBS mit einem 
Mikropistill in 1,5 ml Cups homogenisiert. Danach wurden 100 µl ATL-Puffer sowie 20 µl 
Proteinase K hinzugefügt und für 1 h schüttelnd bei 56°C inkubiert. Die weitere Aufreinigung 
erfolgte wie vom Hersteller empfohlen, wobei der optionale RNase-Verdau durchgeführt 
wurde. Die Elution erfolgte mit 200 µl AE-Puffer. Anschließend wurde die Konzentration der 
Nukleinsäure, wie unter Punkt 2.2.1.8 beschrieben, bestimmt. 
 
2.2.3.2.8 Aufreinigung von S.ent-DNA 
Zur Erstellung eines Standards für die Real-Time PCR wurde DNA aus Salmonella mittels 
des QIAamp® DNA Mini Kit von Qiagen isoliert. Die Aufreinigung der DNA erfolgte wie 
vom Hersteller empfohlen, wobei ein RNase-Verdau durchgeführt wurde. Die Nukleinsäure-
Konzentration wurde, wie unter Punkt 2.2.1.8 beschrieben, bestimmt. 
 
2.2.3.2.9  Real-Time PCR zum Nachweis von S.enteritidis  
Der Nachweis der Salmonella-DNA erfolgte über einen Taqman-Sonden basierten Real-Time 
PCR Assay, wobei der über Primer amplifizierte Bereich im ttr Operon (Tetrathionat-
Reduktase) des S.ent-Genoms liegt.  
Um die Menge an Salmonella-Genomen zu bestimmen, wurde eine Standardreihe aus 
Salmonella-DNA hergestellt. Hierfür wurde die DNA der Bakterien aufgereinigt (Punkt 
2.2.3.2.8) und eine Lösung mit 1 ng/µl DNA hergestellt.  
Ein Salmonella-Genom setzt sich aus ~ 2 x 4.685.000 Nukleotiden zusammen, was in etwa 
5 fg DNA entspricht. Somit sind in einem 1 ng Salmonella-DNA etwa 2 x 105 Genomkopien 
enthalten.  
Aus der 1 ng/µl S.ent DNA-Lösung wurde eine 1:10 Verdünnungsreihe (10-1–10-4) hergestellt, 
die in den PCR-Analysen als Standard diente. Um die Vergleichbarkeit zu ermöglichen, 
wurden die Verdünnungen aliquotiert, bei -20 °C gelagert und jedes Aliquot nur einmal 
benutzt und danach verworfen.  
Die so hergestellten Verdünnungen ermöglichten es, bei jeder Messung eine Eichgerade zu 
erstellen, die aus 5 Messpunkten bestand. Pro PCR Ansatz wurden je 10 µl Standard 
eingesetzt. Der Ansatz mit der unverdünnten Stammlösung enthielt demnach 2.000.000 S.ent 
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Genomkopien und der Ansatz mit der größten eingesetzten Verdünnung entsprach 200 S.ent-
Genomen. 
Das Gesamtvolumen der PCR-Ansätze betrug 30 µl, wobei sich die Ansätze wie folgt 
zusammensetzten: 15 µl TaqMan 2x Universal PCR Master Mix NoAmpErase UNG, je 0,6 µl 
sense bzw. antisense Primer (20 µM), 0,375 µl Taqman-Sonde (20 µM), 3,425 µl H2O und 
10 µl der zu analysierenden Probe (1:10 verdünnt) oder Standard. Jede Probe bzw. jeder 
Standard wurde zweifach gemessen. 
Die Messung erfolgte mit einem StepOnePlus Real-Time PCR Cycler von Applied 
Biosystems, wobei ein Temperaturprofil von: 10 min 95°C, 40 x [15 sec 95°C; 45 sec 60°C], 
gewählt wurde.  
Mit den Ct-Werten, die sich aus den Messungen der Standards ergaben, wurde eine 
Eichgerade erstellt und aus den Ct-Werten der analysierten Proben mithilfe der Eichgerade 
die enthaltenen Genomkopien berechnet. Um die Proben miteinander zu vergleichen, wurde 
als Bezugswert der Gesamt-DNA-Gehalt der Probe, der durch photometrische Bestimmung 
ermittelt wurde (siehe Punkt 2.2.1.8), genutzt. 
Da es in diesem Fall nicht erforderlich war, geringe Unterschiede der einzelnen Proben zu 
detektieren, sondern es lediglich darum ging zu testen, ob sich die S.ent-DNA überhaupt 
nachweisen lässt, wurde auf eine Optimierung des Assays sowie auf die Analyse eines 
housekeeping Gens als Bezugspunkt verzichtet. 
Um mögliche Inhibitionen der PCR zu detektieren, wurde dennoch Maus-DNA über das 18S-
rRNA-Gen nachgewiesen. Aus Lebergewebe einer unbehandelten Maus wurde DNA 
aufgereinigt und wie für die Salmonella-DNA beschrieben eine Standardreihe hergestellt, 
wobei die unverdünnte DNA-Lösung 10 ng/µl enthielt. Für jede Probe wurde analog zum 
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2.2.3.3 Verwendetes Antigen: gadoliniumhaltige Moleküle  
 
2.2.3.3.1 Synthese von DNP-Ovalbumin 
Das DNP-Ovalbumin (DNP-OVA) wurde, wie in Batchelor et al., 1980[98] beschrieben, von 
Markus Plaumann, Otto-von-Guericke Universität Magdeburg, hergestellt. 
Das so gewonnene DNP-OVA wurde für 72 h gegen PBS dialysiert, um freie DNP-Moleküle 
zu entfernen. Danach wurde mittels photometrischer Messung die DNP-Konzentration 
bestimmt: [DNP] = Absorbanz bei 360 nm / (1,74 x 104)  
Der Proteingehalt der DNP-OVA-Lösung wurde mittels Bradford-Assay ermittelt. Durch 
Division der DNP-Konzentration durch die Ovalbuminkonzentration ergibt sich die 
durchschnittliche Anzahl der DNP-Gruppen pro Ovalbuminmolekül. Das hier synthetisierte 
DNP-OVA enthielt im Durchschnitt 3,8 DNP-Gruppen pro Molekül. Die Herleitung der 
Formel zur Konzentrationsbestimmung des DNP ist in dem Buch „Selected methods in 
cellular immunology“ beschrieben[99]. 
 
2.2.3.3.2 Synthese der gadoliniumhaltigen Antigene 
Alle Synthesen der eingesetzten gadoliniumhaltigen Antigene wurden von Markus Plaumann, 
Otto-von-Guericke Universität Magdeburg, durchgeführt. Die Syntheseschemata befinden 
sich im Anhang. 
 
2.2.3.3.3 Magnetresonanztomographie 
Die Magnetresonanztomographie ist eine nicht-invasive Technik, die u. a. in der Klinik zur 
Untersuchung von Geweben eingesetzt wird. Mit Hilfe dieses bildgebenden Verfahrens lassen 
sich die untersuchten Organe oder sogar ganze Organismen darstellen. Stark vereinfacht 
beruht das Prinzip auf der Messung der magnetischen Eigenschaften des Wassers. Aufgrund 
der magnetischen Eigenschaften der einzelnen Protonen, dem sog. Kernspin, entwickelt 
Wasser parallel zum äußeren Magnetfeld eine Magnetisierung. Durch das Einstrahlen von 
Hochfrequenzimpulsen wird Energie auf die Protonen übertragen und dadurch die 
Magnetisierung des Wassers senkrecht zum angelegten Magnetfeld ausgelenkt. Nach 
Abschalten des Impulses kehrt diese Magnetisierung des Wassers – vergleichbar zur 
Auslenkung einer Kompassnadel – in ihren Ursprungszustand parallel zum Magnetfeld 
zurück. Dieses „Zurückschwingen“ – hier „Relaxation“ genannt – kann mit Hilfe einer 
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geeigneten Empfangseinrichtung, einer sog. „Spule“, beobachtet und gemessen werden. Mit 
Hilfe von Magnetfeldgradienten können so Bilder des wasserhaltigen Objektes gemacht 
werden. Abhängig von Struktur und Zusammensetzung des untersuchten Gewebes verläuft 
die Relaxation der Magnetisierung unterschiedlich schnell und wird durch die sog. 
Relaxationszeit T1 beschrieben. Die Anwesenheit von paramagnetischen Kontrastmitteln 
bewirkt, dass sich die T1-Relaxationszeit verkürzt. Dies kann mit geeigneten Messsequenzen 
detektiert und mit Hilfe von computergestützten Systemen bildlich dargestellt werden (T1-
gewichtete Bildgebung). So können Bereiche, in denen es zu einer Akkumulation von 
Kontrastmittel kommt, im Organismus identifiziert werden.  
Häufig werden Spin-Echo-Sequenzen (90°Impuls gefolgt von einem 180°Impuls) genutzt. 
Wichtige Parameter in diesem Zusammenhang sind die Echozeit TE, die den Zeitpunkt der 
Signaldetektion angibt, sowie die Repetitionszeit TR, welche die Zeit bis zur nächsten 
Messung beschreibt. Je nach Einstellung dieser beiden Werte können Protonen-, T1- oder T2-
gewichtete Aufnahmen erfolgen. Im Fall der RARE (Rapid Acquisition with Relaxation 
Enhancement)-Sequenz werden mehrere 180°-Pulse eingesetzt. FLASH (Fast Low Angle 
Shot)-Aufnahmen hingegen basieren auf der Gradientenecho-Sequenz. Zur Erzeugung des zu 
messenden Echos werden Magnetfeldgradienten eingesetzt und kein 180°-Puls, wie im Fall 
der Spin-Echo-Sequenzen. Dieses führt zu einer Verkürzung der Messdauer (kurzes TR). 
Durch Variation von TE können T1- oder T2- gewichtete Bilder aufgenommen werden. 
Zudem gilt: Je kürzer TR gewählt wurde, desto größer ist die T1-Wichtung.  
Alle in dieser Arbeit beschriebenen MRT-Messungen wurden mit einem 7 Tesla Bruker 
Biospec 70/20USR mit Avance 3 Electronic von Ekkehard Küstermann, Universität Bremen, 
durchgeführt.  
 
2.2.3.3.4 Herstellung von Antikörpern 
Die anti-DNP-IgA produzierenden MOPC-315-Zellen wurden zunächst in 15 %FCS-DMEM 
Medium bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Die anti-DNP-IgG produzierenden 1B7.11-Zellen 
wurden in gleicher Weise kultiviert. Nach Erreichen einer Zellzahl von mindestens 
106 Zellen/ml wurden die Zellen dreimal in 37 °C warmem DMEM-Medium durch 
Zentrifugation bei 500 x g für 5 min gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen in 
serumfreies ISF-1 Kulturmedium überführt und für weitere 7 Tage kultiviert. Zur Gewinnung 
der Antikörper wurde die Zellsuspension bei 4.000 x g für 30 min zentrifugiert. Der so 
gewonnene Überstand wurde à 15 ml in Amiconfilterröhrchen (Membranausschlussgröße 
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100 kDa) überführt und bei 4.000 x g für 30 min zentrifugiert. Durch diesen Schritt wurden 
die im Überstand vorhandenen Antikörper um das 75-fache konzentriert. Das Konzentrat 
wurde 48 h gegen PBS dialysiert und anschließend bei -20 °C gelagert. Der Proteingehalt 
wurde mittels Bradford-Assay bestimmt. Die anschließende Analyse im Western-Blot zeigte, 
dass trotz der Haltung in serumfreiem Medium der Anteil an BSA am Gesamtprotein 90 % 
betrug (nicht dargestellt). 
 
2.2.3.4 Bindung von anti-DNP-Antikörpern an gadoliniumhaltige Antigene 
2.2.3.4.1 Überprüfung mittels ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 
Die Beschichtung der ELISA-Platten erfolgte ÜN bei RT. Pro Well wurden 50 µl 
Antigenlösung (GdOVA 1:10 (Stocklsg. 2,39 mM), DNP-OVA 1:10 (2,39 mM), GdAgA 
(13,5 mM) & GdAgB (14,6 mM) unverdünnt oder OVA (0,23 mM) eingesetzt. Nach der 
Beschichtung wurde einmal mit 200 µl Waschpuffer pro Well gewaschen. Anschließend 
erfolgte eine einstündige Inkubation mit 100 µl Blockierungspuffer bei 37 °C, danach wurde 
zweimal mit Waschpuffer gewaschen. Die primären Antikörper (anti-DNP-IgA, anti-DNP-
IgG) sowie anti-myc-IgG, welcher als Kontrolle diente, um unspezifische Bindungen zu 
detektieren, wurden in PBS verdünnt (10-2–10-4). Pro Well wurden 50 µl der 
Antikörperverdünnungen eingesetzt. Die Inkubation erfolgte für 1 h bei 37 °C. Nach 
dreimaligem Waschen folgte die Inkubation mit den sekundären-HRP konjugierten 
Antikörpern (anti-Maus-IgA bzw. anti-Maus-IgG, 1:5000 verdünnt in PBS) ebenfalls für 1 h 
bei 37 °C. Nicht gebundene Antikörper wurden durch abermaliges Waschen entfernt.  
Die Detektion der Antikörperbindung erfolgte mittels 1-StepTM Turbo TMB-ELISA Substrat, 
wobei pro Well 100 µl TMB-Substrat eingesetzt wurden. Nach einer 30-minütigen Inkubation 
bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 µl ELISA-Stoplösung beendet. Die 
Messung erfolgte bei 450 nm mit einem ELISA microplate reader. 
 
2.2.3.4.2 Überprüfung durch beschichtete ELISA-Platten mittels MRT  
Die Beschichtung der ELISA-Platten erfolgte ÜN bei RT. Wobei pro Well 50 µl 
Antikörperlösung (anti-DNP-IgA bzw. -IgG, sowie anti-myc-IgG) eingesetzt wurde. Nach 
dieser Inkubation wurde einmal mit 200 µl Waschpuffer pro Well gewaschen. Anschließend 
erfolgte eine einstündige Inkubation mit 100 µl 10 % FCS/PBS und die Platten wurden 
abermals mit Waschpuffer gewaschen. Die Inkubation mit 50 µl der unverdünnten 
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Antigenlösung (GdAgA (13,5 mM), GdAgB (14,6 mM) und GdOVA (2,39 mM)) erfolgte für 
2 h bei 37 °C. Ungebundenes Antigen wurde durch Waschen (5 x) entfernt und die Platten in 
einer T1-gewichteten Messung im MRT bei 7 Tesla mit einer 3D Turbo-RARE-Sequenz 
untersucht (Parameter: TE = 11 ms; TR = 830,3 ms; Auflösung: 312 x 78 x 2000 µm 
(horizontal x vertikal x Schichtdicke)). 
 
2.2.3.4.3 Überprüfung mittels Slot-Blot 
Pro Ansatz wurden die Antigenlösung (100 µl GdAgA (13,5 mM), 100 µl GdAgB (14,6 mM), 
20 µl GdOVA (2,39 mM), 20 µl DNP-OVA (2,39mM) sowie 20 µl OVA (2,3 mM)) mithilfe 
einer Slot-Blot-Apparatur auf eine Nitrocellulose-Membran aufgebracht und mit 100 µl PBS 
gespült. Die Membranen wurden für 1 h bei RT mit Blockierungspuffer inkubiert (5 % BSA, 
5 % LFM in PBS) und anschließend mit je 1 ml (pro 25 cm² Membran) der primären 
Antikörperlösung (Verdünnung 1:100 in PBS) ÜN bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem 
Waschen in TBST erfolgte die Inkubation mit dem sekundären HRP-konjugierten Antikörper 
(1:500 Ziege-anti-Maus-IgA-HRP oder Ziege-anti-Maus-IgG-HRP in 5 % FCS/TBST, 500 µl 
pro 25 cm² Membran,) für 1 h bei 37 °C. Nichtgebundene sekundäre Antikörper wurden 
durch abermaliges Waschen (3 x für 5 min mit TBST) entfernt, die Membranen anschließend 
für 1 min mit einem ECL-Reagenz bedeckt und in eine Klarsichthülle eingeschlagen. Die 
durch die Peroxidase katalysierte Lichtreaktion wurde durch Auflegen und anschließende 
Entwicklung eines Films detektiert. 
 
2.2.3.4.4 Bindung an beschichtete Sepharose-Beads 
Pro Ansatz wurden 50 µl mit PBS gewaschene Protein-A-Sepharose-Beads eingesetzt. Die 
Inkubation erfolgte in 1,5 ml Cups und nach jedem Inkubationsschritt wurden die Beads 
fünfmal mit PBS gewaschen (Zentrifugation für 3 min bei 1.000 x g). Für die Beschichtung 
mit den anti-DNP-IgG- bzw. den anti-myc-IgG-Antikörpern wurden 200 µl konzentrierter 
Hybridoma-Zellkulturüberstand in 500 µl PBS eingesetzt. Da IgA-Antikörper nicht an die mit 
Protein-A beschichteten Sepharose-Beads binden, wurden die Beads in diesem Fall erst mit 
20 µl polyklonalem Kaninchen-anti-Maus-IgA (in 500 µl PBS) beschichtet. Als weiterer 
Kontrollansatz dienten mit BSA inkubierte Beads (200 µl 5 mg/ml BSA in 500µl PBS). Die 
Beschichtung erfolgte ÜN bei 4 °C.  
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Für die Bindung des anti-DNP-IgA an die mit Kaninchen-anti-Maus-IgA gecoateten Beads 
wurden diese für 30 min bei 4 °C mit 200 µl anti-DNP-IgA in einem Gesamtvolumen von 
500 µl PBS unter Schütteln inkubiert. 
Die Inkubation mit den Antigenlösungen GdAgA (20 µl Stocklsg. (13,5 mM) + 80 µl PBS) 
bzw. GdAgB (20µl Stocklsg. (14,6 mM) + 80 µl PBS) erfolgte für 2,5 h bei RT unter 
Schütteln. Die Beads wurden dann in 100 µl PBS aufgenommen und in eine auf 4 x 8 Wells 
zugeschnittene Mikrotiterplatte überführt, wobei nicht alle Wells belegt wurden. Die Probe 
wurde mittels einer T1-gewichteten Messung im MRT bei 7 Tesla mit einer 3D Turbo-RARE-
Sequenz untersucht, die T1-gewichtete Messung erfolgte mit folgenden Parametern: TE = 
26 ms; TR = 500 ms; Bildbereich (FOV) = 80 x 40 x 15 mm; Bildgröße (MTX) = 
256 x 128 x 48; Bildauflösung (RES) = 312.5 x 312.5 x 3000 µm. 
Die Auswertung erfolgte anhand des T1-gewichteten Bildes, wobei bei der Messung die 
Ebene gewählt wurde, in der sich die Sepharose-Beads befanden. Mit dem Programm ImageJ 
wurden relative Helligkeitswerte der einzelnen Wells ermittelt, wobei der Wert des 
Kontrollansatzes, der unbeschichtete Beads enthielt, als 100 % Referenzwert diente.  
 
2.2.3.4.5 Überprüfung der Bindung an Hybridomzellen  
Um eine Komplexbildung zwischen Antikörpern und Antigen nachzuweisen, wurden 
Hybridomzellen, welche die Antikörper auf ihrer Oberfläche tragen, mit den 
kontrastmittelhaltigen Antigenen inkubiert und anschließend sowohl die Zellen als auch der 
Überstand im MRT gemessen. 
Vorab wurde überprüft, ob Antikörper auf der Oberfläche der Hybridomzellen nachweisbar 
sind. Pro Ansatz wurden 5 x 105 Zellen eingesetzt.  
Für den Nachweis der IgG-Expression wurden die Zellen pro Ansatz mit 200 µl Alexa488 
konjugiertem Ziege-anti-Maus-IgG-Antikörper einer 1:500 Verdünnung in 10 % FCS/PBS 
inkubiert und danach zweimal mit PBS gewaschen (Zentrifugation bei 500 x g für 5 min). 
Für den Nachweis von IgA auf der Oberfläche der Zellen wurde zunächst mit einem 
Kaninchen-anti-Maus-IgA-Antikörper inkubiert (1:500 in 200 µl 10 % FCS/PBS), zweimal 
gewaschen und dann mit dem sekundären Alexa488 konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-IgG-
Antikörper inkubiert und nochmals gewaschen. Die Auswertung erfolgte im 
Durchflusszytometer, wobei 20.000 Zellen pro Ansatz gezählt wurden. 
Für die Komplexbildungsanalyse wurde zunächst überprüft, ob sich an Zellen gebundenes 
Antigen im MRT nachweisen lässt. In diesem Fall wurden 150 µl Zellpellet mit 50 µl 
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Antigenlösung (Stocklsg GdAgA 13,5 mM; GdAgB 14,6 mM in 500 µl 10 % FCS/PBS) für 
1 h auf dem Taumler inkubiert und anschließend dreimal mit PBS gewaschen. Das Zellpellet 
wurde in 50 µl PBS aufgenommen, in eine auf 4 x 8 Wells zugeschnittene 96 Well PCR-
Platte überführt und im MRT gemessen (Sequenzparameter: RARE-T1+T2-map; TE = [11  
33  55  77  99] ms; TR = [474.5  835.7  1276.9  1843.8  2637.8  3974.3  10000] ms; 
Auflösung = 117 x 94 µm, Schichtdicke = 1 mm). 
Außerdem wurde überprüft, ob eine Antigenbindung an die Zellen über eine Abnahme des 
Kontrastmittels im Überstand nachweisbar ist. Die Antigenstocklösungen des GdAgA und 
GdAgB wurden 1:30 in PBS verdünnt, da bei dieser Verdünnung noch eine verkürzte T1-
Relaxationszeit messbar war, aber eine Reduktion des Kontrastmittels ebenfalls detektierbar 
sein sollte. Ca. 100 µl Hybridomzellpellet wurden mit 200 µl der verdünnten Antigenlösung 
für 3 h auf dem Taumler inkubiert, anschließend wurden die Zellen abzentrifugiert und je 
80 µl des Überstandes in eine auf 4 x 8 Wells zugeschnittene Mikrotiterplatte überführt und 
diese in einer T1-gewichteten Messung im MRT gemessen. Parameter: RARE-T1+T2_map, 
TE = [11  33  55  77  99] ms, TR = [475  806  1231  1828  2834  7500] ms; Auflösung = 
 469 x 78 x 6000 µm. Die erhaltenen T1-Werte wurden gemittelt. 
 
2.2.3.4.6 Überprüfung mittels MST (Microscale Thermophorese) 
Das Prinzip der Thermophorese basiert auf der Bewegung von Molekülen entlang eines 
Temperaturgradienten, wobei eine lokale Erhöhung der Temperatur in der Regel dazu führt, 
dass sich die Moleküle in Richtung der kühleren Regionen bewegen, was folglich zu einer 
Reduktion der Moleküle im erhitzten Bereich führt.  
In der Microscale Thermophorese wird die Konzentration der Moleküle durch Detektion von 
Fluoreszenzsignalen bestimmt, wobei entweder mit GFP oder einem Fluoreszenzfarbstoff 
markierte Moleküle detektiert werden (Gerät: NT.115) oder die Eigenfluoreszenz von 
Proteinen (beispielsweise durch Tryptophan) zur Messung genutzt wird (Gerät: Monolith 
NT.LabelFree).  
Die thermophoretischen Eigenschaften der Moleküle sind hierbei abhängig von der Größe, 
der Ladung und der Hydrathülle, wobei dies vom Einzelmolekül abhängt und nicht durch die 
Konzentration beeinflusst wird.  
Kommt es zu einer Bindung zwischen verschiedenen Molekülen, so ändern sich die 
thermophoretischen Eigenschaften. Diese Veränderung wird bei der MST genutzt, um 
Interaktionen zwischen Molekülen zu analysieren. Die Messung erfolgt hierbei in dünnen 
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Abb. 2.1 Schematische Darstellung des Geräteaufbaus und Ablauf der MST. Die Lösung innerhalb der 
Kapillare wird lokal mit einem fokussierten IR-Laser erhitzt und die Fluoreszenz im Inneren der Kapillare mit 
einer Photodiode gemessen. Rechts ist der zeitliche Ablauf einer Thermophoresereaktion dargestellt, wobei die 
normierte Fluoreszenz, die im inneren, erhitzten Bereich der Kapillare gemessen wird, gegen die Zeit 
aufgetragen ist. Der IR-Laser wird bei t = 5 sec eingeschaltet und die Fluoreszenz sinkt aufgrund der 
intrinsischen Temperaturabhängigkeit der Farbstoffe. Gleichzeitig beginnen die Moleküle, sich entlang des 
Temperaturgradienten zu bewegen und diffundieren in die kühlere Region am Rand der Kapillare. Nach ca. 
30 sec ist ein Gleichgewicht erreicht und das auf der thermophoretisch bedingten Konzentrationsänderung der 
Moleküle basierende Fluoreszenzsignal kann gemessen werden. Nach Abschalten des Lasers kommt es zu einem 
inversen Temperatursprung und zur Rückdiffusion der Moleküle. 
 
Wie im linken Teil der Abb. 2.1 schematisch dargestellt, wird mit einem Infrarot-Laser im 
inneren Bereich der Kapillare die Lösung lokal erhitzt und so ein Temperaturgradient in der 
Kapillare erzeugt. Dies führt nun zu einer Abnahme der detektierten Fluoreszenz, wobei dies 
durch zwei Effekte, die durch verschiedene Relaxationszeiten unterschieden werden können, 
hervorgerufen wird. Zum einen führt die Änderung der Temperatur zur Abnahme der 
Fluoreszenz, was durch die intrinsische Temperatur-Abhängigkeit der Fluoreszenzfarbstoffe 
erklärt werden kann.  
Zum anderen wandern die Moleküle entlang des Temperaturgradienten in die äußere, kühlere 
Region der Kapillare, so dass es in der lokal erwärmten Region im Inneren der Kapillare zu 
einer Konzentrationsabnahme der Moleküle kommt. Der Gleichgewichtszustand ist nach etwa 
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10–30 s erreicht. Nach Abschalten des Lasers kommt es zu einem inversen Temperatursprung 
und zur Rückdiffusion der Moleküle. Das Prinzip der Thermophorese ist in Abb. 2.1 
schematisch dargestellt. 
Kommt es nun zu einer Interaktion zwischen den fluoreszensmarkierten Molekülen und dem 
zu untersuchenden Bindungspartner, resultiert dies in einer Änderung der thermophoretischen 
Eigenschaften des Moleküls, die detektiert werden kann.  
Der Assay ist dabei so konzipiert, dass in den zu messenden Proben die Konzentration des 
fluoreszierenden Moleküls konstant gehalten und nur die Konzentration des zu 
untersuchenden Bindungspartners erhöht wird. Der Anteil der gelabelten Moleküle, die einen 
Partner gebunden haben, steigt also mit zunehmender Konzentration des Bindungspartners an, 
bis alle fluoreszenzmarkierten Moleküle ein Target gebunden haben. Die markierten 
Moleküle, die als Komplex mit dem Bindungspartner vorliegen, diffundieren nun langsamer 
in die kühlere Region der Kapillare, und je mehr Komplexe vorliegen, desto höher ist die 
Konzentration an fluoreszierenden Molekülen im Innern der Kapillare. Der Anteil der 
gebundenen Moleküle kann somit durch die Veränderung der Fluoreszenz bestimmt werden. 
Um die Interaktion zwischen den anti-DNP-IgA- bzw. IgG-Antikörpern und GdAgA und 
GdAgB zu untersuchen, wurde das Monolith NT.LabelFree Gerät verwendet und die 
Eigenfluoreszenz der Gesamtproteine der Antikörperpräparationen gemessen. 
Hierfür wurden zunächst 1:2 Verdünnungsreihen der GdAg-Lösungen hergestellt, wobei mit 
einer Konzentration von 1 mM begonnen wurde. Die GdAg-Verdünnungen wurden jeweils 
1:1 mit antikörperhaltigen Zellkulturüberständen (~ 1 mg Gesamtprotein/ml) gemischt, in 
Glaskapillaren überführt und gemessen. Als Negativ-Kontrolle wurden die GdAg außerdem in 
gleicher Art mit anti-myc-IgG antikörperhaltigen Überständen inkubiert. 
 
2.2.3.4.7 Herstellung der Immunkomplexe und Inokulation der Mäuse 
Für die Herstellung der GdAg- bzw. GdOVA-Immunkomplexe wurden je 100 µl der 
Stocklösung (GdAgA 13,5 mM; GdAgB 14,6 mM; GdOVA 2,39 mM) mit je 100 µl der 
Antikörperpräparationen des anti-DNP-IgA bzw. -IgG für je 2 h in 1,5 ml Cups auf dem 
Taumler bei RT inkubiert. Für die intravenöse Injektion wurden die vorliegenden 200 µl in 
die Schwanzvene eingespritzt. Für die intraperitoneale Injektion wurden die 200 µl der 
Präparation mit PBS auf 1 ml aufgefüllt und in die Bauchhöhle injiziert. Für beide 
Injektionsarten wurden 1 ml Einwegspritzen und Kanülen (0,4 x 20 mm) verwendet. Die 
Inkubationszeit betrug 2 h. 
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2.2.3.4.8 Präparation der Mäuse zur Messung im MRT 
Die Mäuse wurden, wie unter Punkt 2.2.3.1.2 beschrieben, narkotisiert und mit PBS 
perfundiert. Um die Zersetzung der Gewebe zu verhindern, wurden die Mäuse anschließend 
mit 20 ml 4 %iger Formaldehydlösung perfundiert. Die Lungen wurden entfernt und die 
Mäuse in 50 ml Röhrchen gelegt, diese mit 4 %iger Formaldehydlösung aufgefüllt und 
verschlossen. Die Auswertung erfolgte dann durch T1-gewichtete Messung bei 7 Tesla im 
MRT.  
Parameter der 3D-FLASH-Datensätze mit Fettunterdrückung:  
Bildbereich (FOV) = 90 x 30 x 30 mm;  
Bildgröße (MTX) = 384 x 128 x 128;  
Auflösung (RES) = 234 x 234 x 234 µm 
 
Kontrolltier: TE = 6,63 ms; TR = 15 ms 
GdAgA Tiere: TE = 7,0 ms; TR = 20 ms 
GdAgB Tiere: TE = 6,63 ms; TR = 15 ms 
(ausgenommen GdAgB/IgG-Komplex i. v. hier: TE = 7,0 ms; TR = 20 ms) 







3.1 HAV und Hämatopoese 
3.1.1 Infektion und Anpassung von HAV an monozytäre Zelllinien 
Das Hepatitis A-Virus lässt sich in vielen verschiedenen Zelllinien, die unterschiedlichen 
Organen und Spezies entstammen, kultivieren. Bisher ist es jedoch nicht gelungen, 
monozytäre Zelllinien zuverlässig und reproduzierbar zu infizieren. Um intrazelluläre 
Prozesse, wie in diesem Fall die Beeinflussung des IRF7 durch HAV, untersuchen zu können, 
ist dies aber unabdingbar. Aus diesem Grund wurde versucht, das Virus durch Passagieren an 
die monozytären Zelllinien U937 und THP-1 anzupassen. 
U937- sowie THP-1-Zellen wurden mit verschiedenen Virustypen und Varianten dieser 
Typen inkubiert. So wurden beispielsweise Lysate des HAVGBM, des HAV/7 oder Isolate 
dieser Viren, die bereits zuvor mehrfach in anderen Zelllinien passagiert worden waren, 
eingesetzt. Auch die Inkubationsdauer und MOI wurde variiert. Die Durchführung ist im 
Methodenabschnitt unter Punkt 2.2.2.1 aufgeführt sowie in der Bachelorarbeit von Ann-
Kathrin Lunter[31] und der Diplomarbeit von Jörn Oehlerking[32] dokumentiert. 
Ob die Zellen infiziert waren, wurde zum einen durch indirekte Immunfluoreszenz überprüft, 
zum anderen wurde eine HAV 3C spezifische RT-PCR durchgeführt.  
Die Infektion wurde nach verschiedenen Virus-Passagen überprüft. Jedoch konnte in keiner 
der beiden eingesetzten Zelllinien zu irgendeinem Zeitpunkt, unabhängig vom gewählten 
Inokulum oder der Art der Erstinfektion, Virus nachgewiesen werden.  
Da eine Infektion bzw. Anpassung des Virus an diese Zellen nicht möglich war und in 
anderen Arbeiten gezeigt werden konnte, dass eine bloße Bindung des Virus ausreicht, um 
Zellen hämatopoetischen Ursprungs in ihrer Funktion zu beeinflussen[100], wurde untersucht, 
ob eine Beeinflussung des Siglec-Expressionsmusters auf Blutzellen durch eine Bindung von 
HAV an diese Zellen stattfindet. 
 
3.1.2 HAV und Siglecs  
In einer vorhergehenden Dissertation (Sarang Limaye, 2011[33]) konnte gezeigt werden, dass 
es nach einer Inkubation mit HAV in peripheren humanen Monozyten zu einem starken 
Anstieg der Siglec-7 und der Siglec-9 Expression, mit Einlagerung in die 
Cytoplasmamembran, kommt. Um einen möglichen Einfluss des Siglec-Signalings auf die 
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Hämatopoese zu klären, sollte dieser Befund genauer untersucht werden. Zusätzlich sollte 
auch eine mögliche Siglec-Expressionsänderung durch HAV in T-Zellen, die bei der HAV-
Pathogenese eine Rolle spielen, analysiert werden. 
Zunächst wurde überprüft, ob nach einer Inkubation mit HAV ähnliche Effekte in 
monozytären Zelllinien hervorgerufen werden können. 
 
3.1.2.1 Siglec-Expression nach Inkubation mit HAV auf Zellinien 
Als erstes wurde überprüft, ob auf den monozytären Zelllinien U937 und THP-1 generell 
Siglec-7 und -9 auf der Oberfläche vorhanden sind. Gleiches wurde für die lymphozytäre 
Jurkat-Zelllinie überprüft. Außerdem wurden Zellen mit HAV-Lysat sowie gereinigtem HAV 
inkubiert, wobei hier die Dauer der Inkubation (1 h, 3 h und 24 h) und die MOI (1 und 10) 
variiert wurden. 
Wie in Abb. 3.1 zu erkennen ist, war nach einer Färbung gegen Siglec-7 ein deutliches 
Fluoreszenzsignal auf U937-Zellen zu erkennen und auch mittels durchflusszytometrischer 
Analyse ließ sich bestätigen, dass diese Zelllinie Siglec-7 exprimierte. Siglec-9 ließ sich 
weder in der Immunfluoreszenz, noch im Durchflusszytometer auf den Zellen detektieren. 
 
 
Abb. 3.1 U937-Zellen exprimieren Siglec-7. Die unbehandelten Zellen wurden mit einem Maus-anti-Siglec-7-
Antikörper inkubiert. Positive Zellen wurden durch einen Alexa488 konjugierten Ziege-anti-Maus-Antikörper 
gefärbt.  
 
Wie in Abb. 3.2 zu erkennen, konnte 3 h nach der Inkubation mit HAV keine Änderung des 
Siglec-7-Expressionsmusters nachgewiesen werden. Auch nach einer kürzen Inkubationszeit 
sowie nach der Inkubation für 24 h konnte kein Anstieg der Siglec-Expression beobachtet 





Abb. 3.2 Eine Inkubation mit HAV führt nicht zu Veränderungen des Siglec-7-Expressionsmusters von 
U937-Zellen. Die Zellen wurden für 3 h mit mock- bzw. HAV-Lysat oder gereinigtem HAV inkubiert (MOI 1 
und MOI 10) und mit Formaldehydlösung fixiert. Anschließend wurden die Zellen immunchemisch gegen 
Siglec-7 gefärbt und im Durchflusszytometer analysiert. Dargestellt ist ein zusammenfassendes Histogramm, der 
Siglec-7-Expression der einzelnen Proben. 
 
In den Experimenten mit THP-1-Zellen konnten zwar mit dem Fluoreszenzmikroskop einige 
Zellen erkannt werden, die eine schwache spezifische Fluoreszenz für Siglec-7 und -9 zeigten, 
jedoch war dieser Anteil sehr gering und ließ sich, wohl aufgrund der sehr schwachen 
Fluoreszenz, nicht durch eine durchflusszytometrische Analyse bestätigen. Nach Inkubation 
mit HAV konnte in der Immunfluoreszenz keine Veränderung der Expression oder des 
Anteils positiver Zellen wahrgenommen werden. 
In der Cytoplasmamembran von Jurkat-Zellen ließ sich weder im nativen Zustand noch nach 
der Inkubation mit HAV Siglec-7 oder -9 detektieren. Auch hier wurden zum Nachweis 
sowohl Immunfluoreszenzmikroskopie als auch die Analyse mittels Durchflusszytometer 
eingesetzt.  
Da die getesteten Zelllinien, Monozyten sowie T-Zelle, keine Änderung im 
Expressionsmuster von Siglec-7 und -9 nach Behandlung mit HAV zeigten, wurde im 






3.1.2.2 Siglec-Expression auf peripheren Monozyten und Lymphozyten nach 
Inkubation mit HAV  
Die aus Vollblut angereicherten Monozyten bzw. Lymphozyten wurden für 24 h mit mock- 
oder HAV-Lysat bzw. gereinigtem Virus (MOI 2) inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 
monoklonalen Maus-Antikörpern gegen Siglec-7 oder Siglec-9 inkubiert, wobei positive 
Zellen durch einen Ziege-anti-Maus Alexa488 konjugierten Antikörper markiert wurden. Im 
Fall der Monozyten wurde außerdem noch ein anti-CD14-PC.5-Antikörper zur spezifischen 
Markierung dieser Zellpopulation eingesetzt. Die Lymphozyten wurden nicht gesondert 
markiert und die Zellen anschließend im Durchflusszytometer analysiert. 
 
 
Abb. 3.3 Siglec-7-Expression auf humanen Monozyten. Die angereicherten Monozyten wurden mit einem 
Maus-anti-Siglec-7-Antikörper markiert, wobei ein Ziege-anti-Maus Alexa488 konjugierter Antikörper zur 
Detektion positiver Zellen genutzt wurde. Um nur die Monozytenfraktion zu untersuchen, wurde der 
Monozytenmarker CD14-PC.5 verwendet. Anschließend wurden die Zellen im Durchflusszytometer analysiert 
und so die mittlere Fluoreszenzintensität der Siglec-7 positiven Monozytenfraktion (Gate A) ermittelt. 
 
Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten, dass die aus Blut aufgereinigten humanen 
Monozyten sowohl Siglec-7 als auch Siglec-9 exprimierten. 
In Abb. 3.3 ist dargestellt, wie die relative Siglec-Expression der Monozyten ermittelt wurde. 
In Abb. 3.3 A ist zu erkennen, dass die Monozytenfraktion schon ohne spezifische Marker 
aufgrund der Größe und Granularität von den etwas kleineren, weniger granulären 
Ergebnisse 
69 
Lymphozyten (in Grau dargestellt) unterschieden werden kann. Außerdem lässt sich in Abb. 
3.3 C erkennen, dass sich die CD14 positiven Monozyten (Gate A schwarz) ausschließlich in 
dieser Fraktion befinden.  
Die CD14 positive Monozytenfraktion (Abb. 3.3 B: Gate A) wurde zusätzlich in einem 
gesonderten Histogramm ausgewertet (Abb. 3.3 D) und so die mittlere Fluoreszenzintensität 
(MFI) des Siglec-7-Signals dieser Population ermittelt. Die mittlere Fluoreszenzintensität für 
die Siglec-9 positiven Zellen wurde analog bestimmt. 
Wie in Abb. 3.4 dargestellt, wurden Monozyten von 5 verschiedenen Donoren entweder mit 
mock-Lysat, HAV-Lysat oder gereinigtem Virus kultiviert. Außerdem wurde ein Teil der 
Zellen nicht behandelt, um zu überprüfen, ob sich die Kultivierung auf die Expression der 
untersuchten Siglecs auswirkt. Als Bezugswert dienten Zellen der jeweiligen Probe, die direkt 
nach der Isolierung bei 4 °C gelagert und in gleicher Weise analysiert wurden. Um die 
Ergebnisse, die mit den 5 Proben erhalten wurden, vergleichen zu können, sind die MFI der 
Siglec positiven Zellen in Prozent angegeben. Die MFI der nicht kultivierten Zellen diente als 
100 % Referenzwert. 
 
Wie in der Abb. 3.4 zu erkennen, kam es unabhängig von der Behandlung in keiner Probe zu 
einem signifikanten Anstieg der Siglec-Expression. In der Grafik ist zusätzlich zu den hier 
durchgeführten Experimenten ein Teil der Ergebnisse dargestellt, die Sarang Limaye in seiner 
Dissertation erhalten hatte[33]. Obwohl diese Versuche, soweit nachvollziehbar, unter 
denselben Bedingungen durchgeführt wurden, konnte der dort beobachtete signifikante 
Anstieg der Siglec-7 und -9 Expression auf Monozyten nach der Inkubation mit HAV nicht 
reproduziert werden.  
 
Neben den Monozyten wurden in gleicher Art und Weise die Lymphozyten von drei Donoren 
kultiviert und analysiert. In diesem Fall wurde für die Identifizierung der Zellen jedoch kein 
spezifischer Marker verwendet, sondern lediglich die Zellen berücksichtigt, die im FS/SS Plot 
(FS = Vorwärtsstreulicht, SS = Seitwärtsstreulicht) die entsprechenden Größen- und 







Abb. 3.4 HAV beeinflusst nicht die Siglec-Expression auf humanen Monozyten. Monozyten (5 Donoren) 
wurden mit HAV-Lysat oder gereinigtem HAV (MOI 2) für 24 h inkubiert. Als Kontrollen dienten unbehandelte 
bzw. mit mock-Lysat behandelte Zellen. Die Auswertung erfolgte mit dem Durchflusszytometer. Dargestellt ist 
die mittlere prozentuale Fluoreszenzintensität nach Markierung von Siglecs-7 (A) und -9 (B) der CD14 positiven 
Monozyten-Fraktion. Als 100 % Referenzwert dienten native Zellen, die direkt nach der Isolierung bei 4 °C 
gelagert wurden ( - ). Die grau unterlegten Kästen zeigen Ergebnisse eines analog durchgeführten Versuchs einer 
vorhergehenden Dissertation[33]. 
 
In Abb. 3.5 A ist exemplarisch ein solcher Plot dargestellt. Wie schon bei der Analyse der 
Monozyten wurde auch hier ein separates Histogramm erstellt, in dem nur die Zellen dieses 
Gates bezüglich ihrer Siglec-Expression analysiert wurden. In Abb. 3.5 B ist exemplarisch 
eine Zusammenfassung zweier solcher Histogramme dargestellt. Wie zu erkennen ist, war nur 
ein geringer Teil der Zellen Siglec-7 positiv. In Grau dargestellt sind Zellen, die mit mock-
Lysat behandelt wurden. Die schwarze Linie markiert das Ergebnis nach Inkubation mit 
HAV. Gleiches gilt für die Siglec-9 Expression, dargestellt im Histogramm in Abb. 3.5 C. Die 
mit mock- bzw. HAV-Lysat behandelten Proben wiesen keine Unterschiede in der Siglec-
Expression auf, so dass davon ausgegangen werden kann, dass eine Inkubation mit HAV auch 
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bei Lymphozyten keine Hochregulierung der Expression von Siglec-7 oder -9 zur Folge hatte. 
Auf eine weitergehende detaillierte Analyse der Lymphozytenfraktion hinsichtlich der Siglec-
Expression wurde aus diesem Grund verzichtet. 
Weder bei Monozyten, noch bei Lymphozyten konnte eine regulierende Funktion von HAV 
auf die Expression der untersuchten Siglecs nachgewiesen werden. 
 
 
Abb. 3.5 Die Siglec-Expression auf Lymphozyten wird nicht durch HAV beeinflusst. A Verteilung der 
Zellen nach Größe (FS = Vorwärtsstreulicht) und Granularität (SS = Seitwärtsstreulicht), markiert ist die 
Lymphozytenfraktion. B Zusammenfassendes Histogramm der Siglec-7 Expression der Lymphozyten einer 
mock- bzw. HAV-behandelten Probe bzw. der Siglec-9 Expression (C). 
 
 
3.2 IgA-Immunkomplex-Verteilung im murinen Organismus  
Um zu untersuchen, ob Immunglobulin A die Fähigkeit besitzt, als Carrier für Antigene zum 
Thymus zu fungieren und somit für die Antigenpräsentation während immunologischer 
Selektionsvorgänge im Thymus eine Rolle spielt, wurden verschiedene Mikroorganismen 
bzw. Substanzen als Antigene eingesetzt.  
Für die Versuche wurden Mäuse genutzt, da diese ein gut etabliertes Tiermodell für 
immunologische Untersuchungen darstellen. 
Da der Thymus stark mit dem umgebenden Gewebe assoziiert ist und die Gefahr besteht, dass 
es bei der Entnahme des Thymus versehentlich zu Verunreinigungen durch dieses 
Lymphgewebe kommt, wurde in den Versuchen auf die exakte Trennung von Thymus und 




3.2.1 HAV als Antigen  
In den folgend beschrieben Versuchen wurde HAV als Antigen eingesetzt, um mögliche IgA 
vermittelte Transportvorgänge zum Thymus zu untersuchen.  
Die eingesetzten Inokula enthielten pro Ansatz 106 infektiöse Einheiten freies HAV oder mit 
IgA- bzw. IgG-komplexiertes HAV. Für die intraperitoneale Inokulation wurde 1 ml und für 
die intravenöse Injektion 200 µl eingesetzt. Zur Überprüfung der Komplexbildung zwischen 
Viren und Antikörpern wurden die Inokula auf FRhK-4-Zellen austitriert. Hier zeigte sich, 
dass das Virus effizient durch die anti-HAV-IgA- bzw. anti-HAV-IgG-Antikörper gebunden 
wurde und die Komplexierung, im Vergleich zur TCID50 des nicht komplexierten HAV, zu 
einer Reduktion der Infektiosität von über 99 % führte. 
Die absolute Quantifizierung der HAV-Menge in den einzelnen Proben erfolgte durch einen 
PCR basierten Nachweis, wobei der Gehalt an positiv Strang HAV-RNA ermittelt wurde. Um 
die detektierten HAV-RNA Mengen der einzelnen Proben miteinander vergleichen zu 
können, wurde die Menge an HAV-RNA auf den Gesamtgehalt an RNA bezogen.  
 
3.2.1.1 Verteilung von HAV/IgA Immunkomplexen in BALB/c-Mäusen 
Um zu klären, ob es sich bei der von A. Heitmann gezeigten Akkumulation von HAV/IgA-
Komplexen im Thymus der C3H-Mäuse um ein generelles Phänomen handelt, wurde der 
Versuch zunächst in einem anderen Mausmodell wiederholt. Es wurden weiße BALB/c-
Mäuse gewählt, die gegenüber den braunen C3H-Mäusen den Vorteil bieten, dass eine 
intravenöse Injektion einfacher in die gut sichtbare Schwanzvene erfolgen kann. Pro 
Injektionsart (i. v/i. p) wurden 4 Tiere eingesetzt. Nach 4 Tagen wurden Leber, Thymus und 
das thymusumgebende Gewebe (TUG) entnommen und der HAV-RNA Gehalt ermittelt.  
Wie in Abb. 3.6 zu erkennen, unterschieden sich die nachgewiesenen Mengen an HAV-RNA 
in den analysierten Gewebe nach intravenöser und intraperitonealer Injektion. 
Beim Vergleich der HAV-RNA Konzentrationen in der Leber nach i. p. bzw. i. v. Injektion 
wird deutlich, dass nach einer direkten Injektion in den Blutkreislauf der HAV-Transport zur 
Leber durch IgA im Vergleich zu freiem HAV deutlich verstärkt wurde. Im Gegensatz dazu 
verhinderte die Komplexierung mit IgG den Transport von HAV zur Leber nahezu. 
In Kontrast zu den Ergebnissen von A. Heitmann konnten durch eine i. p. Injektion 
unabhängig vom Inokulum in den hier verwendeten BALB/c-Mäusen nur sehr geringe 
Mengen HAV-RNA in der Leber detektiert werden, wobei hier die Konzentration bei freiem 
HAV etwas höher war als nach der Gabe von HAV/IgA-Komplexen. Um den Transport von 
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Abb. 3.6 Verteilung von HAV bzw. HAV/Immunkomplexen nach i. p. und i. v. Injektion in BALB/c-
Mäusen. 4 Tage nach Inokulation von HAV, HAV/anti-HAV-IgA- (HAV/IgA) bzw. HAV/anti-HAV-IgG-
Komplexen (HAV/IgG) wurde die HAV-RNA-Konzentration in Thymus und thymusumgebendem Gewebe 
(TUG) sowie der Leber mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. A HAV-RNA-Konzentration in verschiedenen 
Geweben nach intraperitonealer Injektion B HAV-RNA Konzentration in verschiedenen Geweben nach 
intravenöser Injektion. Pro Inokula und Injektionsart wurden 4 Mäuse eingesetzt. Jeder Kreis repräsentiert den 
Messwert einer einzelnen Maus. Horizontale Linien entsprechen den Medianwerten der Gruppen. Im Thymus 
konnte weder nach i. p. noch nach i. v. Injektion HAV-RNA nachgewiesen werden. Nach i. p. Injektion konnte 
im TUG HAV-RNA detektiert werden und nach i. v. Injektion in der Leber, wobei die detektierten Mengen nach 
der Gabe von IgA-Komplexen am höchsten waren. 
 
Werden nun die Mengen an nachgewiesener HAV-RNA im TUG und Thymus betrachtet, so 
ist deutlich zu erkennen, dass es nach der intraperitonealen Injektion bei allen eingesetzten 
Inokula zu einem Transport von HAV in die Region des Thymus kam, jedoch nahezu keine 
Virus-RNA im Thymus selbst detektiert wurde. Obwohl die Werte stark streuen, lässt sich ein 
Trend erkennen. Durch eine Komplexierung der Viren mit IgA fand ein vermehrter Transport 
in die thymusumgebende Region statt. Im Vergleich hierzu konnte nach der i. v. Injektion, bis 
auf ein Tier, welchem IgA/HAV appliziert wurde, nahezu keine HAV-RNA in Thymus oder 
dem umgebenden Gewebe nachgewiesen werden. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es weder nach intravenöser noch nach 
intraperitonealer Injektion zu einer Akkumulation von HAV oder HAV/Immunkomplexen im 
Thymus kam, aber dass nach intraperitonealer Injektion hohe Mengen HAV-RNA im TUG 




3.2.1.2 Verteilung von HAV/IgA-Immunkomplexen in C3H-Mäusen 
Da die Untersuchung bezüglich der Akkumulation von HAV im Thymus von BALB/c-
Mäusen ein anderes Ergebnis lieferte, als von A. Heitmann für die C3H-Mäuse beschrieben, 
wurde der Versuch ein weiteres Mal mit C3H Mäusen durchgeführt. Es wurden ebenfalls je 
4 Tiere pro Inokulum eingesetzt, wobei in diesem Experiment nur intraperitoneal injiziert 
wurde.  
 
Abb. 3.7 Verteilung von HAV/Immunkomplexen in C3H-Mäusen. 4 Tage nach intraperitonealer Inokulation 
von HAV, HAV/anti-HAV-IgA- (HAV/IgA) bzw. HAV/anti-HAV-IgG-Komplexen (HAV/IgG) wurde die 
HAV-RNA-Konzentration in Thymus und thymusumgebendem Gewebe (TUG) sowie der Leber mittels 
quantitativer RT-PCR bestimmt. Pro Inokula wurden 4 Mäuse eingesetzt. Jeder Kreis repräsentiert den Messwert 
einer einzelnen Maus. Horizontale Linien entsprechen den Medianwerten der Gruppen. Im TUG konnte HAV-
RNA detektiert werden, wobei die detektierten Mengen nach der Gabe von IgA-Komplexen am höchsten waren, 
wohingegen im Thymus keine HAV-RNA nachgewiesen wurde. 
 
Hier zeigte sich ein ähnliches Verteilungsmuster wie im Fall der BALB/c Mäuse. In der Leber 
konnten nach Injektion von freien HAV Partikeln geringe Mengen an HAV-RNA bis zu 
1900 IU/µg RNA detektiert werden. Nach Injektion von IgG-Komplexen konnten lediglich in 
zwei Tieren geringe Mengen HAV-RNA nachgewiesen werden und nach HAV-IgA-Gabe in 
drei Tieren, wobei die maximale Konzentration hier 300 IU/µg RNA betrug.  
Im Thymus konnte in keinem der Tiere HAV-RNA detektiert werden. Im TUG jedoch 
wurden hohe Konzentrationen an HAV-RNA nachgewiesen, wobei auch hier, wie schon bei 
den BALB/c Mäusen, nach Gabe von HAV/IgA die höchste Konzentration an HAV-RNA, 
gefolgt von HAV und HAV/IgG, detektiert wurde. 
Es konnte demnach nach intraperitonealer Verabreichung von HAV oder komplexiertem 
HAV auch in den C3H Mäuse keine Akkumulation von HAV im Thymus selbst 
nachgewiesen werden, jedoch kam es auch in diesem Fall zu einer Akkumulation von HAV-




3.2.1.3 Erreichbarkeit des Thymus durch HAV/IgA nach 6 Stunden 
Möglicherweise war der Zeitraum von 4 Tagen zwischen Inokulation und Analyse zu lang 
und HAV erreicht zwar den Thymus, ist aber nach der gewählten Zeitspanne von 4 Tagen 
bereits degradiert. Um dies zu überprüfen, wurden C3H und BALB/c Mäuse mit HAV/IgA 
Komplexen intraperitoneal oder intravenös behandelt und bereits 6 Stunden nach der Injektion 
seziert. 
Auch in diesem Fall wurden Leber, Thymus und TUG analysiert. Wie in Abb. 3.8 zu 
erkennen, zeigte sich, dass bereits 6 Stunden nach i. v. Injektion sowohl in C3H wie auch in 
BALB/c Mäusen eine Akkumulation von HAV/IgA Komplexen in der Leber stattfand.  
Beim Vergleich der Erreichbarkeit des thymusumgebenden Gewebes nach intraperitonealer 
Injektion von HAV/IgA-Komplexen zeigte sich, dass es bereits nach 6 Stunden ebenfalls zu 
einer Akkumulation kam und dass diese in den C3H Mäusen stärker ausgeprägt war als in den 
BALB/c Mäusen.  
In den Thymi konnte auch nach dieser kurzen Zeitspanne in keinem Fall HAV-RNA 
detektiert werden.  
 
 
Abb. 3.8 Verteilung von HAV/IgA im Mausmodell nach 6 Stunden. BALB/c und C3H Mäusen wurden 
intravenös sowie intraperitoneal HAV/IgA-Komplexe verabreicht. 6 Stunden nach der Inokulation wurde die 
HAV-RNA-Konzentration in Thymus und thymusumgebendem Gewebe (TUG) sowie der Leber mittels 
quantitativer RT-PCR bestimmt. Pro Injektionsart wurden 2 Mäuse eingesetzt. Jedes Symbol repräsentiert den 
Messwert einer einzelnen Maus. Horizontale Linien entsprechen den Mittelwerten. Nach i. p. Injektion ließ sich 
in beiden Maustypen HAV-RNA im TUG nachweisen, wohingegen eine i. v. Injektion zur Akkumulation von 
HAV-RNA in der Leber führte.  
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3.2.2 Salmonella enteritidis als Antigen  
In diesem Experiment diente Salmonella enteritidis als Antigen. Die Bakterien bieten ebenso 
wie HAV den Vorteil, dass der spezifische Nachweis über die Detektion der genomischen 
Nukleinsäure erfolgen kann.  
Zur Herstellung der Immunkomplexe standen sowohl IgA- als auch IgG-Antikörper gegen das 
O-Antigen der Bakterien zur Verfügung. Da es sich bei Salmonella enteritidis um einen für 
Mäuse pathogenen Organismus handelt, wurden die Bakterien vor der Inokulation durch 
Fixierung mit Formaldehydlösung inaktiviert. Die spezifische Bindung der eingesetzten 
Antikörper wurde durch indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesen. Hierbei zeigte sich, dass 
das O-Antigen auch nach der Fixierung durch die Antikörper gebunden und die Struktur der 
Bakterien nicht zerstört wurde. Die Immunkomplexe enthielten demnach morphologisch 
intakte Bakterien. 
 
3.2.2.1 Nachweis von S.enteritidis durch PCR  
Um zu überprüfen, ob sich Salmonella enteritidis (S.enteritidis im Folgenden mit S.ent 
abgekürzt) nach intraperitonealer oder intravenöser Injektion in BALB/c Mäusen über einen 
PCR basierten Nachweis detektieren lässt, wurden Mäuse mit S.ent oder S.ent/IgA-
Komplexen behandelt und nach 8 Stunden mit PBS perfundiert. Danach wurden die Gewebe 
entnommen. Die DNA wurde aus Leber, Thymus, Milz, thymusumgebendem Gewebe (TUG), 
GALT (Lymphgewebe des Darms, gut associated lymphoid tissue) und Blut isoliert. Mit 
einem Taqman-basierten Real-Time PCR-Assay wurde die Anzahl der S.ent-Genome im 
jeweiligen Gewebe bestimmt.  
Pro Inokulum und Injektionsart wurden in diesem Versuch lediglich 3 Tiere eingesetzt, da 
zunächst nur überprüft werden sollte, ob nach diesem Verfahren ein Nachweis der 





Abb. 3.9 Nachweis von S.enteritidis DNA in murinem Gewebe durch PCR. BALB/c Mäuse wurden 
intraperitoneal mit 1 ml 2 x 108 inaktivierten Bakterien bzw. S.ent/Maus-anti-S.ent-IgA-Komplexen inokuliert 
und nach 8 h perfundiert. Die Anzahl der S.ent-Genome in DNA aus Leber, Thymus, Milz, thymusumgebendem 
Gewebe (TUG), GALT und Blut wurden mit einem Taqman-basierten Real-Time PCR-Assay bestimmt. Jeder 
Kreis repräsentiert den Messwert einer einzelnen Maus. Horizontale Linien entsprechen den Medianwerten der 
Gruppen. Ein signifikanter Nachweis von S.ent-DNA erfolgte vor allem im TUG und im GALT wobei die Werte 
stark streuen und kein generelles Verteilungsmuster nach Verabreichung von freien Bakterien und IgA-
Komplexen erkennbar ist. 
 
Die Ergebnisse der intraperitonealen Injektion sind in Abb. 3.9 grafisch dargestellt. Auf den 
ersten Blick ist auffällig, dass lediglich im TUG und im GALT eine große Anzahl an 
Genomen nachgewiesen werden konnte. In der Leber dagegen konnten nur sehr geringe 
Mengen S.ent-DNA nachgewiesen werden. Gleiches gilt ebenfalls für die Milz und das Blut. 
Da in diesem Versuch nur 3 Tiere pro Inokulum eingesetzt wurden und die gemessenen S.ent-
DNA-Konzentrationen stark streuten, kann keine Aussage getroffen werden, ob die 
Komplexierung von S.ent mit IgA-Antikörpern zu einer Veränderung der Verteilung im 
Organismus führt. Was dieser Versuch aber zeigt ist, dass der Nachweis von S.ent-DNA in 
Maus-Gewebe generell möglich ist und dass sich die Bakterien-DNA im thymusumgebenden 
Gewebe und GALT nachweisen ließ.  
Eine Inhibition der PCR durch Bestandteile der Gewebe ließ sich durch Amplifizierung der 
18S rDNA ausschließen, so dass davon ausgegangen werden kann, dass negativ getestete 
Gewebe tatsächlich keine S.ent-DNA enthielten. 
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Nach intravenöser Injektion wurden nur in jeweils einem Tier pro Inokulum sehr geringe 
Mengen an S.ent-DNA lediglich in Leber und Milz nachgewiesen und in dem folgenden 
Versuch diese Art der Injektion nicht mehr durchgeführt. 
 
3.2.2.2 Nachweis von S.enteritidis in Gewebeschnitten 
Neben der PCR als Methode zum Nachweis von S.ent wurde außerdem versucht, die 
Bakterien über den Nachweis von Oberflächen-Antigenen in Gewebeschnitten von Leber und 
Thymus nachzuweisen. Der Nachweis im TUG wurde auf Grund der geringen Menge des 
Materials nicht geführt. 
Für die Markierung wurde ein Kaninchen-α-Salmonella O-Antigen-IgG-Antikörper in 
Kombination mit einem Ziege-anti-Kaninchen Alexa488 konjugiertem Antikörper genutzt. In 
keinem der Gewebe konnte jedoch eine spezifische Fluoreszenz, die auf ein Vorhandensein 
von S.ent-Antigenen hingedeutet hätte, detektiert werden. 
 
3.2.2.3 Verteilung von S.enteritidis sowie S.enteritidis/Immunkomplexen im 
murinen Organismus 
Obwohl im Vorexperiment nur kleine Mengen an Bakterien im Blut nachweisbar waren, 
wurden die Tiere vor der Entnahme der Gewebe ebenfalls perfundiert, um die 
Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen aus dem Vorexperiment (3.2.2.1) zu gewährleisten. Der 
Versuch wurde analog zu dem in 3.2.2.1 beschrieben Versuch durchgeführt, wobei auf die 
intravenöse Injektion verzichtet wurde und diesmal auch S.ent/IgG-Komplexe als Inokulum 
mitgeführt wurden. Pro Inokulum wurden 6 Tiere eingesetzt. 
Der Nachweis erfolgte ebenfalls über quantitative PCR. In Abb. 3.10 ist grafisch dargestellt, 
wie viele Genomkopien jeweils pro Nanogramm Maus-DNA in den einzelnen Geweben 
detektiert wurden. Wie schon im Vorversuch ließen sich auch hier die meisten Genome im 
TUG und GALT nachweisen. Aufgrund der großen Streuung ist eine statistische Berechnung 
der Signifikanz nicht möglich, trotzdem lassen sich bei Betrachtung der Medianwerte der 




Abb. 3.10 Verteilung von S.ent/Immunkomplexen in BALB/c-Mäusen. Pro Inokulum wurden 6 Tiere 
intraperitoneal mit 1 ml 2 x 108 inaktivierten Bakterien bzw. S.ent/Maus-anti-S.ent-IgA-Komplexen oder 
S.ent/Maus-anti-S.ent-IgG-Komplexen inokuliert und nach 8 h perfundiert. Die Anzahl der S.ent Genome in 
DNA aus Leber, Thymus, Milz, thymusumgebendem Gewebe (TUG), GALT und Blut wurden mit einem 
Taqman-basierten Real-Time PCR-Assay bestimmt. Jeder Kreis repräsentiert den Messwert einer einzelnen 
Maus. Horizontale Linien entsprechen den Medianwerten der Gruppen. Im TUG und GALT konnten hohe 
Mengen an S.ent-DNA detektiert werden. Insgesamt war die Menge an detektierter S.ent-DNA nach 
Verabreichung von S.ent/IgA-Komplexen in diesen Geweben geringer als nach Gabe von freien Bakterien oder 
IgG-Komplexen. In den Thymi wurde keine S.ent-DNA nachgewiesen.  
 
mehr Genomkopien im TUG und GALT nachweisen als bei Verabreichung der Bakterien als 
Immunkomplexe, wobei auch beim Vergleich der Gruppen, denen IgA- oder IgG-Komplexe 
injiziert wurden, ein Unterschied auszumachen ist. So ließen sich in den Tieren, denen mit 
IgG komplexierte Bakterien verabreicht wurden, mehr S.ent-Genome im TUG und GALT 
nachweisen als in den Tieren, die mit IgA-Immunkomplexen behandelt wurden.  
Wird davon ausgegangen, dass die Anzahl der nachgewiesenen Genome mit der Anzahl intakt 
vorliegender Bakterien gleichgesetzt werden kann, so ist dieses Verteilungsmuster dadurch zu 
erklären, dass die durch Antikörper gebundenen Bakterien schneller durch Zellen des 




Abb. 3.11 Verteilung von S.ent/Immunkomplexen im murinen Organismus. BALB/c Mäuse wurden 
intraperitoneal mit 1 ml 2 x 108 inaktivierten Bakterien (n = 9) bzw. S.ent/IgA-Komplexen (n = 9) oder 
S.ent/IgG-Komplexen (n = 6) inokuliert und nach 8 h perfundiert. Dargestellt ist die Anzahl der S.ent-Genome in 
DNA aus Leber, Thymus und thymusumgebendem Gewebe (TUG). Jeder Kreis repräsentiert den Messwert einer 
einzelnen Maus. Horizontale Linien entsprechen den Medianwerten der Gruppen. Die Zusammenfassung zeigt 
dass in der Leber nach Inokulation geringe Mengen S.ent-DNA nachgewiesen werden konnten, nicht aber im 
Thymus. Im TUG konnten hohe Mengen an S.ent-DNA detektiert werden, wobei die Menge im Mittel nach 
Verabreichung von S.ent/IgA-Komplexen geringer war als nach Gabe von freien Bakterien oder IgG-
Komplexen.  
 
In Abb. 3.11 sind die Ergebnisse aus Versuch 3.2.2.1 und 3.2.2.3, die mit dem Thymus, der 
Leber und dem TUG erhaltenen wurden, zusammenfassend dargestellt. Es zeigt sich deutlich, 
dass die nachgewiesenen Mengen an S.ent-DNA in Leber und TUG nach Verabreichung von 
IgA-Komplexen am geringsten war. Außerdem ist noch einmal deutlich zu erkennen, dass in 
keinem der Thymi S.ent-DNA nachgewiesen werden konnte.  
 
3.2.3 Kontrastmittelhaltige Antigene  
In den beiden vorhergehend beschriebenen Versuchsreihen wurden mit einem Virus und 
einem Bakterium relativ große Strukturen als Antigene verwendet. Als weitere Antigene 
wurden daher sowohl kleine gadoliniumhaltige Komplexe als auch größere paramagnetische 
Ovalbuminderivate eingesetzt.  
Um die Bildung von Immunkomplexen mit IgA oder IgG zu ermöglichen, wurden an die 
Moleküle zusätzlich Dinitrophenylgruppen (DNP) gebunden, da mit MOPC-315- und 1B7.11-
Hybridomzelllinien zur Verfügung standen, die anti-DNP-IgA- bzw. anti-DNP-IgG- 
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Antikörper sezernieren. Zur Gewinnung der Antikörper wurden die Zellen in serumfreiem 
Medium gehalten und die Überstände aufkonzentriert. Eine weitere Reinigung erfolgte nicht, 
da für murines-IgA keine Ig-bindenden Proteine existieren, wie Protein-A oder -G, die bei der 
IgG-Gewinnung genutzt werden. Auch das für die Reinigung von humanem IgA genutzte 
Jacalin eignet sich nicht, da es kein murines-IgA bindet. 
Aufgrund seiner paramagnetischen Eigenschaften wird Gadolinium als Kontrastmittel in der 
Kernspintomographie eingesetzt. Die Gegenwart von Gadolinium führt zu kürzeren 
Relaxationszeiten aller umgebenen Kerne, welches bei der 1H-Bildgebung hauptsächlich die 
Protonen des Wassers sind. Dieses hat zur Folge, dass bei T1-gewichteten Messungen die 
Bereiche in der Nähe des Gd3+-Komplexes heller dargestellt werden und eine Lokalisierung 
des Komplexes im Organismus ermöglicht wird. 
 
 
Abb. 3.12 Strukturelle Darstellung der eingesetzten gadoliniumhaltigen Antigene. A Das GdAgA enthält 
zwei Dinitrophenylgruppen, die über L-Lysin an einen Gadolinium(III)-DTPA-Komplex gebunden sind B. Das 
GdAgB besteht aus einem Gadolinium(III)-DO3A-Komplex, welcher kovalent über einen Glycin und Lysin 
Spacer mit einer Dinitrophenylgruppe verbunden ist. 
 
Da freies Gadolinium(III) toxisch wirkt, wird es in vivo in komplexierter Form eingesetzt. Im 
Fall des gadoliniumhaltigen Antigens A (GdAgA) wird das Metallion durch derivatisiertes 
DTPA (Diethylentriaminpentaessigsäure) gebunden. 
Das gadoliniumhaltige Antigen B (GdAgB) basiert auf dem 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-
1,4,7-triessigsäure-Chelatliganden (DO3A), welcher über die freie sekundäre Aminogruppe 
mit einem Lysin-DNP-Seitenarm derivatisiert ist. Die Struktur beider Moleküle ist in Abb. 
3.12 dargestellt. 
Als weiteres Antigen diente DNP-Ovalbumin, welches mit Gadolinium komplexiert wurde 
und als GdOVA bezeichnet wird. 
Vor den in vivo Studien wurde durch den Einsatz verschiedener Methoden überprüft, ob die 




3.2.3.1 Bindung von anti-DNP-Antikörpern an gadoliniumhaltige Antigene 
 
3.2.3.1.1 Bindungsnachweis im ELISA 
Um zu überprüfen, ob die anti-DNP-Antikörper die synthetisierten gadoliniumhaltigen 
Antigene binden, wurden ELISA-Platten mit Antigenlösung beschichtet und anschließend mit 
anti-DNP-Antikörpern inkubiert. Der Nachweis der Bindung erfolgte anschließend durch 
isotypspezifische sekundäre HRP-konjugierte Antikörper und TMB-Substrat. Als Positiv-
Kontrolle diente DNP-Ovalbumin und als Negativ-Kontrolle wurde ein anti-myc-IgG-
Antikörper eingesetzt, der nicht spezifisch an die eingesetzten Antigene bindet. 
 
 
Abb. 3.13 α-DNP-Antikörper binden DNP-OVA, GdOVA und in geringem Maße auch GdAgA. ELISA-
Platten wurden mit GdOVA und GdAgA beschichtet und mit α-DNP-IgA bzw. -IgG (Verdünnungen 10-2–10-4) 
inkubiert. Als Positiv-Kontrolle wurden die Platten mit DNP-OVA beschichtet. Als Negativ-Kontrolle wurde der 
Antigennachweis mit OVA beschichteten Platten bzw. mit einem nicht spezifisch an DNP bindenden α-myc-
Antikörper durchgeführt. Der Nachweis erfolgte durch isotypspezifische HRP konjugierte Antikörper und TMB-
ELISA Substrat. Die Platten wurden bei 450 nm im Microplate-Reader ausgewertet. 
 
Im ELISA konnte gezeigt werden, dass das DNP-Ovalbumin spezifisch von den anti-DNP-
IgA- und -IgG-Antikörpern gebunden wurde, aber keine Bindung an das Ovalbumin erfolgte. 
Die antikörperhaltigen Zellkulturüberstände wurden in Verdünnungen von 10-2–10-4 
eingesetzt. Hier zeigte sich, dass mit steigender Verdünnung die Bindung abnahm, wobei 
dieser Effekt bei den anti-DNP-IgA-Antikörpern stärker ausgeprägt war. Die Kontrolle, in der 
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die anti-myc-Antikörper eingesetzt wurden, zeigt zwar in der geringsten Verdünnung auch 
eine minimale Bindung an alle eingesetzten Substanzen, die jedoch nicht stärker als die 
Bindung der anti-DNP-Antikörper an das Ovalbumin ist, so dass diese Signale als 
unspezifischer Hintergrund gewertet werden können. 
Beim Vergleich der Bindung von DNP-OVA und gadoliniumhaltigen DNP-OVA (GdOVA) 
zeigte sich, dass beide Substanzen gleich effizient durch die DNP-spezifischen Antikörper 
gebunden wurden und dass GdOVA somit zur Bildung der Immunkomplexe für die Versuche 
geeignet war.  
Die Bindung der anti-DNP-IgA-Antikörper an das GdAgA war zwar im Vergleich schwächer, 
jedoch ebenfalls spezifisch. Das für die anti-DNP-IgG-Antikörper detektierte Signal dieser 
Probe war minimal, lag aber noch oberhalb des Hintergrundsignals. Gleiches wurde für das 
GdAgB gezeigt (nicht dargestellt). Da es sich bei den eingesetzten Antigenen GdAgA und 
GdAgB nicht um Proteine handelt, ist nicht auszuschließen, dass die geringen Signale nicht 
auf die fehlende Bindung der Antikörper zurückzuführen waren, sondern aus einer 
unzureichenden Beschichtung der Platten mit Antigen resultierte. Somit kann eine 
zufriedenstellende Bindung zwischen anti-DNP-Antikörpern und GdAg zwar nicht mit 
ausreichender Sicherheit bestätigt, aber auch nicht ausgeschlossen werden. 
 
3.2.3.1.2 Bindung der Antigene an mit Antikörpern beschichteten ELISA-Platten und 
Nachweis im MRT 
In diesem Test wurden ELISA-Platten mit anti-DNP-Antikörper beschichtet und anschließend 
mit den gadoliniumhaltigen Antigenen inkubiert.  
Die erfolgreiche Beschichtung der Platten mit den spezifischen Antikörpern wurde mehrfach 
in einem separaten ELISA getestet, wobei die Platten mit Antikörpern in verschiedenen 
Verdünnungsstufen beschichtet wurden. Der Nachweis erfolgte über eine Kombination aus 
isotypspezifischen-HRP konjugierten Antikörpern und TMB-Substrat. 
Vor der Messung im MRT wurden die Wells mit PBS gefüllt. Durch eine Bindung der 
Antigene an die Antikörper sollte es am Boden der Wells durch die Anwesenheit von 
Kontrastmittel zu einer verkürzten T1-Relaxationszeit der Protonen kommen. Dies ist in der 
gewählten Form der Darstellung als hellere Färbung zu erkennen. In der Abb. 3.14 sind die 
vertikalen Querschnitte der Wells dargestellt, da die einzelnen Wells von Luft umgeben sind, 





Abb. 3.14 Überprüfung der Bindung von anti-DNP-Antikörpern an GdAg mittels MRT. ELISA-Platten 
wurden mit anti-DNP-Antikörpern beschichtet und anschließend mit den GdOVA, GdAgA oder GdAgB 
inkubiert. (-) Kontrolle, in der die Wells nicht mit Antikörper beschichtet wurden. Die T1-gewichtete Messung 
erfolgte bei folgenden Parametern: TE = 11 ms; TR = 830,3 ms. Die mit PBS-gefüllten Wells sind im vertikalen 
Querschnitt dargestellt, Auflösung: 312 x 78 x 2000 µm (horizontal x vertikal x Schichtdicke). Es konnte keine 
spezifische Bindung zwischen Antigenen und Antikörpern nachgewiesen werden. 
 
Abb. 3.14 zeigt eine Auswahl der gemessenen Proben. Die Wells, die mit GdOVA inkubiert 
wurden, zeigten im Vergleich zur PBS-Kontrolle am Boden eine breitere helle Schicht. Dies 
zeigt, dass eine Detektion von Kontrastmittel, welches sich nur auf der Oberfläche des 
Wellbodens befindet, durchaus möglich war. Allerdings schien die Bindung des GdOVAs 
nicht auf einer spezifischen Wechselwirkung zwischen Antikörper und Antigen zu beruhen, 
da im Vergleich zu dem Well, welches nicht mit Antikörpern beschichtet wurde, kein 
Unterschied der Signalstärke zu erkennen war. Nach der Inkubation mit den Substanzen 
GdAgA und GdAgB war in keinem der Wells eine Änderung der Helligkeit am Boden zu 
erkennen, somit kam es zu keiner detektierbaren Akkumulation von gadoliniumhaltigen 
Antigenen durch Bindung an die anti-DNP spezifischen Antikörper. 
 
3.2.3.1.3 Überprüfung mittels Slot-Blot 
Die Antigene GdOVA, GdAgA und GdAgB wurden mithilfe einer Slot-Blot-Apparatur auf 
eine Nitrocellulose-Membran aufgebracht. Die Membran wurde mit dem anti-DNP-IgA- oder 
dem anti-DNP-IgG-Antikörper inkubiert und der Nachweis erfolgte wie bei einem 
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herkömmlichen Westernblot über sekundäre HRP konjugierte Antikörper und ein ECL-
Detektionsreagenz mit anschließender Belichtung eines Films. 
Als Positiv-Kontrolle diente DNP-OVA und als Negativ-Kontrollen wurde OVA als Antigen 
eingesetzt bzw. ein primärer nicht DNP-spezifischer anti-myc-Antikörper verwendet. 
 
 
Abb. 3.15 Überprüfung der Bindung der α-DNP-Antikörper an GdAg und GdOVA mittels Slot-Blot. Die 
Antigene wurden auf eine Nitrocellulose-Membran aufgebracht und mit den anti-DNP-IgA- bzw. –IgG-
Antikörpern inkubiert Als Positiv-Kontrolle diente DNP-OVA und als Negativ-Kontrollen wurde OVA als 
Antigen bzw. ein primärer anti-myc-Antikörper bei der Immundetektion verwendet. Der Nachweis erfolgte wie 
bei einem herkömmlichen Westernblot über isotypspezifische sekundäre HRP konjugierte Antikörper und ein 
ECL-Detektionsreagenz. Die anti-DNP-Antikörper binden an DNP-OVA und GdOVA, aber nicht an die DNP-
haltigen Antigene GdAgA und GdAgB. 
 
Wie in der Abb. 3.15 zu erkennen, kam es nur durch die anti-DNP-Antikörper zu einer 
Bindung des DNP-OVA und des GdOVA. Eine unspezifische Bindung konnte durch die 
Inkubation dieser Proben mit dem anti-myc-Antikörper ausgeschlossen werden, da hier kein 
spezifisches Signal erkennbar war. 
Die Signale der GdAgA- und der GdAgB-Proben ließen im Vergleich mit der Negativ-
Kontrolle (-), in der die Membran nicht mit Antigen beschichtet wurde, keine spezifische 
Bindung von Antikörpern erkennen. 
Wie schon durch den ELISA, kann auch hier darauf geschlossen werden, dass das GdOVA 
zuverlässig durch die anti-DNP-Antikörper erkannt und gebunden wird, wohingegen keine 






3.2.3.1.4 Bindung an Sepharose-Beads und Nachweis im MRT 
In diesem Versuch wurden die anti-DNP-Antikörper an Sepharose-Beads gebunden (genaue 
Durchführung und Auswertung siehe Punkt 2.2.3.4.4) und anschließend mit den Antigenen 
GdAgA oder GdAgB bzw. mit BSA oder PBS inkubiert. Die Beads wurden im Anschluss in 
100 µl PBS aufgenommen, in eine auf 4 x 8 Wells zugeschnittene Mikrotiterplatte überführt 
und im MRT gemessen.  
 
 
Abb. 3.16 Überprüfung der Bindung von GdAg an anti-DNP-Ab beschichtete Sepharose-Beads mittels 
MRT. Sepharose-Beads wurden mit anti-DNP-IgA- bzw. –IgG-Antikörpern beschichtet und mit GdAgA oder 
GdAgB inkubiert. Als Kontrolle wurden anti-myc-Antikörper beschichtete Beads mit BSA inkubierte sowie 
Beads ohne Beschichtung (-) verwendet. Als Positiv-Kontrolle dienten Beads, die mit GdAg-Lösung versetzt 
wurden. Die Beads wurden mit PBS in Mikrotiterplatten überführt und im MRT gemessen. Aus einer 
Querschicht aus dem unteren Bereich der Platte wurde ein T1 gewichtetes Bild erstellt (Parameter der T1-
gewichteten Messung: TE = 26 ms; TR = 500 ms; Bildbereich (FOV) = 80 x 40 x 15 mm; Bildgröße (MTX) = 
256 x 128 x 48) und mit dem Programm ImageJ die durchschnittlichen Helligkeitswerte ermittelt. Die 
Signalintensitäten sind in % angegeben, wobei die Negativ-Kontrolle (-) als 100 % Referenzwert diente.  
 
In Abb. 3.16 sind die Signalintensitäten der gemessenen Proben dargestellt. Als Positiv-
Kontrollen dienten Sepharose-Beads, die kurz vor der Messung mit GdAgA- oder GdAgB-
Lösung versetzt wurden. Hier ist in beiden Proben ein deutlicher Anstieg der Signalintensität 
zu erkennen. Im Vergleich zu den Negativ-Kontrollen, die unbeschichtete Sepharose-Beads 
enthielten und mit den GdAg inkubiert wurden, konnte weder mit GdAgA noch mit GdAgB 
in den Proben, in denen die Beads mit spezifisch gegen die Antigene gerichteten Antikörpern 
beschichtet wurden, ein Anstieg der Signalintensität detektiert werden. Dies zeigt, dass es zu 
keiner nachweisbaren Bindung zwischen den anti-DNP-Antikörpern und den GdAgs kam. 
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Gleiches gilt auch für die Negativ-Kontrollen, in denen ein anti-myc-Antikörper zur 
Beschichtung genutzt wurde. Die ebenfalls als Negativ-Kontrolle eingesetzten mit BSA 
inkubierten Beads zeigten sowohl nach Inkubation mit GdAgA als auch GdAgB eine höhere 
Signalintensität als die Kontrolle mit unbeschichteten Beads (-). Dies deutete auf eine 
unspezifische Bindung der GdAgs an BSA hin. 
 
3.2.3.1.5 Bindung von Antigenen an Hybridomzellen 
Um eine Bindung zwischen anti-DNP-Antikörpern und Antigen nachzuweisen, wurden 
Hybridomzellen, welche anti-DNP-Antikörper membranständig auf ihrer Oberfläche tragen, 
mit den GdAgs inkubiert. Anschließend wurden die Zellen im MRT auf Anwesenheit von 
Kontrastmittel und somit auf das Vorhandensein von Antigen untersucht. 
Alternativ zu diesem Ansatz wurden Hybridomzellen mit einer antigenhaltigen Lösung 
inkubiert und im MRT wurde untersucht, ob in der Lösung eine Abnahme der Kontrastmittel-
Konzentration detektierbar war, da im Fall einer Bindung der kontrastmittelhaltigen Antigene 
an die Zellen die Konzentration von frei in Lösung vorliegenden Antigenen abnehmen sollte. 
Zunächst wurde überprüft, ob die Hybridomzellen nachweislich Antikörper auf der 
Zelloberfläche tragen. Der Nachweis erfolgte mit fluoreszenzmarkierten, isotypspezifischen 




Abb. 3.17 Die getesteten Hybridomzellen tragen isotypspezische Antikörper auf der Zelloberfläche. Die 
anti-DNP-IgA bzw. -IgG exprimierenden Zellen sowie die anti-myc-IgG-Hybridomzellen wurden entweder mit 
einem Alexa488 konjugierten anti-Maus-IgG-Antikörper (anti-IgG Färbung; grau unterlegt) oder mit einem 
Kaninchen-anti-Maus-IgA-Ab in Kombination mit einem Alexa488 konjugierten anti-Kaninchen-IgG markiert 




In Abb. 3.17 ist zu erkennen, dass in den Ansätzen, die anti-myc-IgG- sowie anti-DNP-IgG-
Hybridomzellen enthielten, nach der Färbung gegen IgG ein Signal zu detektieren war, 
wohingegen in der Probe mit anti-DNP-IgA-Zellen nur nach der Färbung gegen IgA ein 
spezifisches Fluoreszenzsignal messbar war. Die gegensätzlichen Markierungen zeigten, dass 
die Bindung der zur Färbung eingesetzten Antikörper nur spezifisch an den jeweiligen Ig-
Isotyp erfolgte, gegen den sie gerichtet sind. Die als Kontrolle eingesetzten Jurkat-Zellen 
zeigten nach der Färbung keine Änderung der Fluoreszenz. Da die Zellen vor der Färbung 
weder fixiert noch permeabilisiert wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die 
detektierten Fluoreszenzsignale durch Markierung von membranständigen Antikörpern 
verursacht wurden, die sich auf der Zelloberfläche befanden. 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Hybridomzellen nicht nur Antikörper sezernieren, 
sondern auch Antikörper auf der Oberfläche der Zellen vorhanden sind, wurden die Zellen mit 
Lösungen der GdAg inkubiert und die Bindung zwischen Antikörpern und Antigen durch die 
Messung der Zellen im MRT untersucht.  
 
 
Abb. 3.18 T1-Karten nach Bindung von GdAg an Hybridomzellen. Anti-DNP-IgA- und anti-DNP-IgG 
produzierende Hybridomzellen wurden mit GdAgA- oder GdAgB-Lsg Inkubiert. Als Kontrolle dienten anti-
myc-IgG produzierende Hybridomzellen. Die Zellpellets wurden mit PBS in eine PCR-Platte überführt und im 
MRT gemessen. Dargestellt sind die Querschnitte der Wells als T1-Karten. Die T1-Werte sind im 
Falschfarbenbild folgendermaßen kodiert: blau: T1 = ca. >2.7 s; türkis: T1 = ca. 2.2-2.7 s; 




In Abb. 3.18 sind die T1-Werte der Messung in Falschfarben dargestellt, wobei die einzelnen 
Kavitäten im Querschnitt zu sehen sind. In der oberen Reihe sind die Zellen zu sehen, die 
lediglich mit PBS inkubiert wurden.  
Die Zellen die mit GdAgA inkubiert wurden, zeigten im Vergleich zur PBS-Kontrolle eine 
deutlich schnellere T1-Relaxation (T1: < 1 s, T1 (PBS): ca. 1,8 s), wobei das Signal im Fall 
der anti-DNP-Antikörper produzierenden Zellen homogen verteilt war, sich bei den anti-myc-
IgG produzierenden Hybridomzellen jedoch auf die obere Zellschicht im Well beschränkte.  
Nach der Inkubation der Zellen mit GdAgB ergaben sich T1-Werte, die denen der PBS-
Kontrolle glichen. Die Schichtung der anti-myc-IgG produzierenden Hybridomzellen war 
auch nach der Inkubation mit GdAgB zu erkennen. Wodurch sich diese Inhomogenität bei 
den anti-myc-IgG produzierenden Hybridomzellen ergab, ist nicht bekannt. Da es jedoch 
zumindest durch einen Teil der anti-myc-IgG produzierenden Hybridomzellen zu einer 
Bindung oder Interaktion mit den GdAgs kam, lässt sich auch keine eindeutige Aussage über 
die Spezifität der Bindung der GdAgs an die anti-DNP produzierenden Zellen treffen. 
In einem weiteren Ansatz wurden Hybridomzellen mit den GdAgs inkubiert und im 
Anschluss die Überstände auf eine Reduktion des Kontrastmittels untersucht. Die GdAgs 
wurden in einer 1:30 Verdünnung eingesetzt, da bei dieser Verdünnung noch ein Signal 
messbar war, aber auch eine Reduktion an Kontrastmittel detektierbar sein sollte. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 3.19 dargestellt. Wie bei dem Vergleich der T1-Zeiten von PBS und 
den GdAg Verdünnungen deutlich zu erkennen ist, kam es mit zunehmender Konzentration an 
Kontrastmittel zu einer Verkürzung der Relaxationszeit.  
Beim genauen Betrachten der T1-Zeiten der Hybridomzellüberstände wird sichtbar, dass die 
Relaxationszeiten der Überstände der anti-myc-IgG-Hybridomzellen im Mittel sogar minimal 
über denen der anti-DNP-IgA bzw. -IgG produzierenden Hybridomzellen lagen. Wären die 
kontrastmittelhaltigen GdAg-Moleküle spezifisch durch die anti-DNP-Ig produzierenden 
Hybridomzellen zurückgehalten worden, so sollte hier aufgrund der geringeren Menge an 
Kontrastmittel ein Anstieg in der Relaxationszeit gegenüber den Überständen der anti-myc-
IgG produzierenden Hybridomzellen zu erkennen sein. Da dies nicht der Fall ist, kann davon 
ausgegangen werden, dass die GdAgs nicht in detektierbarem Maße durch die 






Abb. 3.19 Bindung von GdAg an Hybridomzellen. Anti-DNP-IgA und anti-DNP-IgG produzierende 
Hybridomzellen wurden mit einer 1:30 verdünnten Lösung der Antigene GdAgA (Stocklsg 13,6 mM) oder 
GdAgB (Stocklsg 14,6 mM) inkubiert und der Überstand wurde anschließend im MRT gemessen. Als Kontrolle 
dienten in diesem Fall anti-myc-IgG produzierende Hybridomzellen. Als Referenz dienten Verdünnungen der 
GdAg-Stocklösungen sowie PBS. Die Lösungen wurden in einer Mikrotiterplatte im MRT gemessen. Parameter: 
RARE-T1+T2_map, TE = [11 33 55 77 99] ms, TR = [475 806 1231 1828 2834 7500] ms; Auflösung = 
 469 x 78 x 6000 µm. Dargestellt sind die gemittelten T1-Werte. 
 
3.2.3.1.6 Nachweis der Bindung durch Microscale Thermophorese 
Als weitere Methode, mit der die Komplexbildung zwischen den anti-DNP-IgA- bzw. -IgG-
Antikörpern und den Antigenen GdAgA und GdAgB nachgewiesen werden sollte, wurde die 
Microscale Thermophorese (MST) eingesetzt. Das dieser Methode zugrunde liegende Prinzip 
ist im Material- und Methoden-Teil unter Punkt 2.2.3.4.6 beschrieben.  
Die Messung erfolgte mit dem Monolith NT.LabelFree Gerät, wobei das intrinsische 
Fluoreszenzsignal der Gesamtproteine der antikörperhaltigen Zellkulturüberstände analysiert 
wurde. Die Antigene wurden in verschiedenen Verdünnungen mit einer gleichbleibenden 





Abb. 3.20 MST Interaktionsanalysen zwischen GdAg und anti-DNP-Antikörpern. A Anti-DNP-IgG und B 
anti-DNP-IgA antikörperhaltige Zellkulturüberstände wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an GdAgA 
bzw. GdAgB inkubiert und im Monolith NT.LabelFree gemessen. Dargestellt ist das normalisierte 
Fluoreszenzsignal der verschiedenen Verdünnungen der GdAg/Antikörper-Proben; gemessen nach t = 30 sec.  
 
Das Ergebnis ist in Abb. 3.20 dargestellt. In den Proben, die die höchste Konzentration 
(500 µM) an GdAg enthielten, war jeweils ein deutlicher Effekt im Vergleich zur geringsten 
Konzentration zu erkennen. Dies konnte sowohl bei den IgA- als auch bei den IgG-
Antikörpern beobachtet werden, wobei in den GdAgB-haltigen Proben ein stärkeres Signal 
detektiert werden konnte als für GdAgA. Dies spricht für eine stärke Bindung der Antikörper 
an das GdAgB. 
Dieses Experiment wurde ebenfalls mit den Zellkulturüberständen der anti-myc-IgG 
produzierenden Hybridomazellen durchgeführt. Anti-myc-IgG-Antikörper interagieren nicht 
spezifisch mit den GdAg, aber dennoch wurden in diesem Versuch Signalkurven detektiert, 
wie in Abb. 3.20 für anti-DNP-IgA und -IgG gezeigt ist.  
Da in den Zellkulturüberständen trotz Haltung der Hybridomas in serumfreiem Medium etwa 
90 % der Gesamtproteine aus BSA bestehen, liegt die Antikörperkonzentration nur bei ca. 
10 %. Dieser Umstand erschwert die Detektion einer Komplexbildung zwischen den 
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Antikörpern und den Antigenen, da in der MST die Fluoreszenz der Gesamtproteine 
gemessen wird. 
Auch lässt sich nicht ausschließen, dass die Signaländerungen, die mit steigender GdAg-
Konzentration detektiert werden konnten, durch unspezifische Bindungen von GdAg an 
Albuminmoleküle hervorgerufen wurden. 
Die MST war somit keine geeignete Methode, um eine Interaktion zwischen den hier 
eingesetzten anti-DNP-Antikörpern und den GdAg zu untersuchen. 
Zusammenfassend betrachtet lassen die Ergebnisse der Bindungsstudien zwischen anti-DNP-
Antikörpern und den gadoliniumhaltigen Antigenen den Schluss zu, dass GdOVA durch die 
Antikörper erkannt und gebunden wird. Eine Interaktion der Antikörper mit den GdAgA und 
GdAgB ließ sich im Gegensatz dazu weder ausschließen noch zuverlässig bestätigen.  
Die drei beschriebenen Substanzen (GdAgA, GdAgB und GdOVA) wurden dennoch in den 
folgend beschriebenen Versuchen mit den anti-DNP-Antikörpern ‚komplexiert’ und das 
Verteilungsmuster dieser Ansätze im Mausorganismus untersucht. Dabei sollte geprüft 
werden, ob sich Unterschiede zwischen den mit Antikörpern komplexierten und den nicht-
komplexierten Antigenen bezüglich der Verteilung auf die einzelnen Organe detektieren 
lassen. 
 
3.2.3.2 Nachweis von kontrastmittelhaltigen Antigen/Immunkomplexen im 
murinen Organismus 
In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurden BALB/c Mäusen die kontrastmittel-
haltigen Substanzen GdAgA, GdAgB und GdOVA als Immunkomplexe mit IgG bzw. IgA 
oder als freie Moleküle jeweils intravenös oder intraperitoneal appliziert. Pro Inokulum und 
Injektionsart wurde je ein Tier verwendet, da in diesem Versuch lediglich überprüft werden 
sollte, ob und in welchem Gewebe die injizierten kontrastmittelhaltigen Substanzen detektiert 
werden können. 
Zwei Stunden nach Injektion der Inokula wurden die Tiere mit PBS und im Anschluss mit 
Formaldehydlösung perfundiert, da es nach dem Tod der Mäuse zur Oxidation des Eisens im 
Hämoglobin kommt, was das bildgebende Verfahren beeinträchtigt.  
Bei der Überprüfung, ob es zu einer Akkumulation der Substanzen oder Immunkomplexe in 
bestimmten Geweben kommt, wurde aufgrund der Hypothese, dass IgA als Antigenträger 
zum Thymus dient, ein besonderes Augenmerk auf dieses Organ gelegt. 
In Abb. 3.21 ist ein Tier gezeigt, welches nicht mit kontrastmittelhaltiger Substanz behandelt 
wurde und als Kontrolle diente. Die einzelnen Organe sind gut zu differenzieren und die 
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Struktur des Thymus lässt sich gut vom Herzen und den Rippenbögen abgrenzen. Wie zu 
erkennen und durch Abgleich der T1-Werte ermittelt, ähnelt der Thymus in der 
Relaxationszeit der Muskulatur und kann somit optisch gut mit diesem Gewebe verglichen 
werden. Je nachdem, wie die Helligkeitswerte bei der Bildbearbeitung im MRIcro Programm 
gewählt wurden, erscheint die Thymuskapsel etwas heller als die Medulla (deutlich in Abb. 
3.25). Dies ist in den in Abb. 3.25 gezeigten Mäusen nicht auf eine Anreicherung von 
Kontrastmittel zurückzuführen, wie der Vergleich der T1-Werte mit der hier abgebildeten 
Kontrollmaus zeigte. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde vor der Aufnahme die Lunge 
entfernt. 
 
Abb. 3.21 MRT-Messung einer unbehandelten BALB/c Maus. Dargestellt ist je ein sagittaler (A), frontaler 
(B) und ein axialer (C) Schnitt einer perfundierten, in Formaldehydlsg fixierten Maus (Lunge vor Messung 
entfernt). T1-gewichteter 3D-FLASH-Datensatz mit Fettunterdrückung (Sequenzparameter: TE = 6,63 ms; TR = 
15 ms. Bildbereich (FOV) = 90 x 30 x 30 mm; Bildgröße (MTX) = 384 x 128 x 128; Auflösung (RES) = 






3.2.3.2.1 Applikation von GdAgA 
Nach der Injektion von GdAgA bzw. GdAgA-Immunkomplexen konnte eine starke 
Akkumulation der Substanz in der Harnblase der Tiere beobachtet werden. In Abb. 3.22 ist 
exemplarisch ein Tier dargestellt, dem GdAgA/IgA-Komplexe i. v. verabreicht wurden. Es 
erfolgte eine T1-gewichtete Messung. Auf dem Bild ist eine Schicht eines 3D-FLASH-
Datensatzes mit Fettunterdrückung abgebildet. Thymus und Harnblase sind markiert. Das 
durch die Anwesenheit des Kontrastmittels hervorgerufene deutlich hellere Signal in der 
Harnblase ist gut zu erkennen (Vergleich Abb. 3.21). Dies zeigte, dass die eingesetzte Menge 
an GdAgA ausreichte, um ein Signal zu generieren. Jedoch konnte in keinem anderen Organ 
als in der Harnblase eine Signaländerung beobachtet werden.  
 
Abb. 3.22 MRT-Aufnahmen nach i. v. Injektion von GdAgA/IgA. Dem Tier (BALB/c) wurden 200 µl 
GdAgA (6,75 mM) als IgA-Immunkomplex verabreicht. Nach 2 h wurde das Tier perfundiert und fixiert. A 
Dargestellt ist je ein sagittaler und B ein frontaler Schnitt eines 3D-FLASH-Datensatzes mit Fettunterdrückung 
(Sequenzparameter: TE = 7,0 ms; TR = 20,0 ms. Bildbereich (FOV) = 90 x 30 x 30 mm; Bildgröße (MTX) = 
384 x 128 x 128; Auflösung (RES) = 234 x 234 x 234 µm). In C ist ein axialer Schnitt dargestellt, auf dem der 




In Abb. 3.23 ist eine vergleichende Darstellung der Thymi von 6 Tieren zu sehen, denen 
kontrastmittelhaltige Moleküle injiziert wurden. Wie auf den ersten Blick deutlich, ist in 
keinem der Thymi eine Änderung der Signalintensität im Vergleich zum unbehandelten Tier 
(Abb. 3.21) auszumachen.  
 
Abb. 3.23 MRT Aufnahmen des Thymus nach Injektion von GdAgA/Immunkomplexen. BALB/c Mäusen 
wurden intravenös (i. v.) oder intraperitoneal (i. p.) GdAgA oder GdAgA als IgA- sowie IgG-Immunkomplex 
verabreicht. Nach 2 h wurden die Tiere perfundiert und fixiert. Dargestellt sind Ansichten der axialen Ebene von 
T1 gewichteten 3D-FLASH-Datensätzen mit Fettunterdrückung (Sequenzparameter: TE = 7,0 ms; TR = 
20,0 ms), die den Thymus (rot umrandet) zeigen.  
 
3.2.3.2.2 Applikation von GdAgB 
In Abb. 3.24 ist zu erkennen, dass auch nach der Injektion der GdAgB-haltigen Inokula eine 
Signalverschiebung in der Harnblase detektiert wurde. Hier ist exemplarisch die Aufnahme 
eines Tieres abgebildet, dem GdAgB intraperitoneal als IgA-Immunkomplex verabreicht 
wurde. Aufgrund der Akkumulation in der Harnblase und der deutlichen Änderung der 
Signalintensität konnte auch in diesem Fall davon ausgegangen werden, dass die Menge des 
eingesetzten GdAgB ausreichend war, um nach Akkumulation in einem definierten 
Gewebebereich eine Signaländerung zu generieren. Wie jedoch schon für GdAgA gezeigt 
wurde, kam es auch nach Einsatz dieses Antigens unabhängig von der Art der Injektion und 
des Inokulums in keinem der Tiere zu einer Anreicherung der Substanzen in einem anderen 




Abb. 3.24 MRT Aufnahmen nach i. p. Injektion von GdAgB/IgA. Einer BALB/c Maus wurde 1 ml GdAgB 
(1,46 mM) als IgA-Immunkomplex intraperitoneal injiziert. Nach 2 h wurde das Tier perfundiert und fixiert. A 
Dargestellt ist je ein sagittaler und B ein frontaler Schnitt eines T1 gewichteten 3D-FLASH-Datensatzes mit 
Fettunterdrückung (Sequenzparameter: TE = 6,63 ms; TR = 15,0 ms; Bildbereich (FOV) = 90 x 30 x 30 mm; 
Bildgröße (MTX) = 384 x 128 x 128; Auflösung (RES) = 234 x 234 x 234 µm). In C ist ein axialer Schnitt 
dargestellt, auf dem der Thymus zu erkennen ist sowie in D die Harnblase. 
 
Wie schon im einleitenden Teil dieses Abschnitts erwähnt, unterscheidet sich die 
Thymuskapsel vom Gewebe des Cortex und der Medulla. Der T1-Wert der Kapsel ist kürzer 
als der des Gewebes, so dass die Kapsel in T1 gewichteten Bildern heller erscheint, was bei 
einer entsprechenden Einstellung der Helligkeitswerte des Bildes deutlich wird. Dies ist bei 
den in Abb. 3.25 gezeigten Thymi der Fall und nicht auf eine Akkumulation von 




Abb. 3.25 MRT-Aufnahmen des Thymus nach Injektion von GdAgB/Immunkomplexen. BALB/c Mäusen 
wurden intravenös (i. v.) sowie intraperitoneal (i. p.) GdAgB oder GdAgB als IgA- oder als IgG-Immunkomplex 
verabreicht. Nach 2 h wurden die Tiere perfundiert und fixiert. Dargestellt sind Ansichten der axialen Ebenen 
von T1 gewichteten 3D-FLASH-Datensätzen mit Fettunterdrückung, die den Thymus (rot umrandet) zeigen 
(verwendete Sequenzparameter für alle Tiere: TE = 6,63 ms; TR = 15,0 ms, bis auf GdAgB/IgG-Komplex i. v. 
hier: TE = 7,0 ms; TR = 20,0 ms). 
 
3.2.3.2.3 Applikation von GdOVA 
Mit dem Gadolinium-Ovalbumin wurde in diesem Fall ein Protein als Antigen genutzt. Auch 
hier wurde GdOVA nicht-komplexiert oder als Immunkomplex mit IgA oder IgG injiziert. 
Jedoch konnte auch bei Einsatz dieses Antigens in keinem der Organe oder Gewebe eine 
Signalverschiebung und somit Akkumulation des Antigens detektiert werden. Im Gegensatz 
zu den GdAgs war in keinem der Tiere eine Akkumulation in der Harnblase zu erkennen. In 
Abb. 3.26 ist eine Übersicht der Thymi der eingesetzten Tiere abgebildet. Auch hier lässt sich 
zwischen den einzelnen Inokula und Injektionsarten kein Unterschied hinsichtlich einer 
Signaländerung im Thymus im Vergleich zu unbehandelten Tieren feststellen. Um die 
tatsächlichen Signale noch exakter miteinander vergleichen zu können, wurden die Thymi im 
Anschluss präpariert und gemeinsam mit dem Thymus der Kontrollmaus in einem Durchgang 
in einer T1-gewichteten Messung analysiert. Doch auch hier zeigten sich keine 





Abb. 3.26 MRT-Aufnahmen des Thymus nach Injektion von GdOVA/Immunkomplexen. BALB/c Mäusen 
wurden intravenös (i. v.) sowie intraperitoneal (i. p.) GdOVA oder GdOVA als IgA- oder als IgG-
Immunkomplex verabreicht. Nach 2 h wurden die Tiere perfundiert und fixiert. Dargestellt sind Ansichten der 
axialen Ebenen von T1-gewichteten 3D-FLASH-Datensätzen mit Fettunterdrückung (Sequenzparameter: TE = 
7,0 ms; TR = 20,0 ms), die den Thymus (rot umrandet) zeigen. 
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass nach der Injektion von kontrastmittelhaltigen 
Substanzen kein nachweislicher Transport von IgA-Komplexen zum Thymus erfolgte und 
dass es auch nicht zu anderen Immunkomplex-spezifischen Akkumulationen der eingesetzten 
Antigene in anderen Geweben kam. Festzuhalten bleibt außerdem, dass GdAgA und GdAgB 
anscheinend über die Nieren mit dem Harn ausgeschwemmt werden und über diesen Weg 
kurzfristig in der Harnblase angereichert vorliegen. In keinem der Bindungsexperimente 
zwischen den anti-DNP-Antikörpern und den kontrastmittelhaltigen Molekülen GdAgA und 
GdAgB konnte eine eindeutige Interaktion nachgewiesen werden. Da die Injektion von freien 
GdAg-Molekülen oder als ‚Immunkomplexe’ zu identischen Ergebnissen führte, bleibt 










4.1 HAV und Störung der Hämatopoese 
Neben der Hepatitis, die Hauptmerkmal einer apparenten HAV-Infektion ist, kommt es häufig 
zur vorübergehenden Beeinflussung des Blutbildes. Diese Störung der Hämatopoese wirkt 
sich in der Regel auf alle Blutzellen mit Ausnahme der Monozyten aus[10]. Der Mechanismus, 
der zu diesem Phänomen führt, konnte bisher noch nicht geklärt werden. Eine mögliche 
Erklärung bieten aus vorhergehenden Ergebnissen entstandene Hinweise, dass durch eine 
Infektion der Monozyten mit HAV die Makrophagen-Differenzierung gestört ist[17]. Eine 
solche Störung der Monozyten-zu-Makrophagen-Differenzierung könnte auch die 
Knochenmarksmakrophagen betreffen. Die Knochenmarksmakrophagen sind wichtig, um die 
Hämatopoese im Gleichgewicht zu halten. Eine Depletion dieser Makrophagen führt 
beispielsweise zur vermehrten Freisetzung von hämatopoetischen Stammzellen aus dem 
Knochenmark[23–24]. Als molekularer Mechanismus, der einer Monozyten-zu-Makrophagen-
Differenzierungsstörung zugrunde liegen könnte, wurde eine Inhibierung des Signalwegs, der 
zur Aktivierung von IRF7 führt, durch Proteine des HAV diskutiert[30]. IRF7 ist essentiell für 
diesen Differenzierungsprozess[25] und es konnte bereits gezeigt werden, dass das Virus über 
die Proteine 2B und 3ABC diesen Signalweg, der ebenfalls zur IRF3-Aktivierung führt, 
inhibiert[27, 101].  
Die dieser Hypothese zugrunde liegende Voraussetzung ist eine Infektion der Monozyten mit 
HAV. Es zeigte sich jedoch, dass eine Infektion sowohl von primären, peripheren humanen 
Monozyten als auch von monozytären Zelllinien nicht reproduzierbar war[30–32]. Ein Ziel 
dieser Arbeit war es daher, das Virus durch Passagierung in monozytären Zelllinien an diese 
anzupassen und so eine zuverlässige Infektion zu ermöglichen, die es erlaubt, weitere 
Untersuchungen mit HAV infizierten Monozyten durchzuführen. 
Wie im Ergebnissteil unter Punkt 3.1.1 beschrieben, konnte weder durch den Einsatz 
verschiedener Virusvarianten, unterschiedlicher monozytärer Zelllinien und variierender 
Infektionsschemata eine Infektion der Zellen erzielt werden. HAV lässt sich generell durch 
Passagieren an ein Wachstum in vielen unterschiedlichen Zelltypen adaptieren. Als 
Modellzelllinien für die Untersuchung intrazellulärerer Prozesse während einer HAV-
Infektion werden beispielsweise die humane Leberzelllinie HepG2, fetale Rhesusaffen-
Nierenzellen (FRhK-4) und Nierenzellen der grünen Meerkatze (BSC-1) verwendet[3, 102–104]. 
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Obwohl die Niere nicht das Zielorgan des Virus ist, haben sich vor allem die beiden 
letztgenannten Zelllinien bezüglich der Kultivierung von HAV etabliert. Neben diesen Affen-
Nierenzellen, die das Virus persistent infiziert, lassen sich jedoch auch Zellen, die nicht von 
Primaten stammen, erfolgreich infizieren. So konnten durch wiederholte Passagierung bereits 
embryonale Meerschweinchen-Fibroblasten, Nierenzellen des Delphins sowie Nierenzellen 
vom Schwein infiziert werden[96, 105]. In Anbetracht dieser Vielfalt an infizierbaren Zellen ist 
der Umstand, dass eine Infektion der humanen Monozyten trotz der diversen eingesetzten 
Inokulationsvarianten nicht erfolgreich war, insofern verwunderlich, da HAV, sofern es wie 
postuliert in vivo tatsächlich zu einer Infektion der Monozyten kommen sollte, einen gewissen 
natürlichen Tropismus für diesen Zelltyp ausweisen sollte. Da auch im humanen Organismus 
eine solche Infektion von Monozyten niemals nachgewiesen wurde, liegt der Schluss nahe, 
dass es wahrscheinlich nicht zu einer Infektion der Monozyten durch HAV kommt.  
Diese Ergebnisse führten zu der Überlegung, dass möglicherweise keine Infektion der 
Monozyten erforderlich ist, sondern eine Bindung des Virus an die Zellen ausreicht, um eine 
Differenzierungsstörung zu induzieren. Mögliche beteiligte Kandidaten stellen in diesem 
Zusammenhang die Siglecs-7 und -9 dar. Wie von Sarang Limaye gezeigt wurde, steigt die 
Konzentration dieser Siglecs auf der Oberfläche von Monozyten nach der Inkubation dieser 
Zellen mit HAV sehr stark und vor allem schnell an[33]. Vor allem die schnelle Veränderung 
des Expressionsmusters dieser Siglecs, die bereits nach 20 min eintrat, spricht dafür, dass 
dieser Effekt nicht durch eine Infektion, sondern lediglich durch die Anwesenheit von HAV 
ausgelöst wird. Wie in der Einleitung unter Punkt 1.1.3 und 1.1.5 ausführlich erläutert, könnte 
hierdurch die Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen gestört werden. Eine weitere 
Möglichkeit ist, dass eine Bindung von HAV an Makrophagen möglicherweise den gleichen 
Effekt auf diese Zellen ausübt wie auf Monozyten und zu einer Hochregulierung der Siglecs-7 
und -9 führt. Dies könnte dann in einer Störung der Funktionalität der Makrophagen 
resultieren. Beide Szenarien führen dann letztendlich dazu, dass die Hämatopoese entweder 
durch eine Depletion der Makrophagen oder durch die Beeinflussung der 
Makrophagenfunktion gestört wäre. 
Um diesen Effekt von HAV zu untersuchen, wurde zunächst versucht, die in primären 
humanen Monozyten durchgeführten Experimente auf die monozytären Zelllinien U937 und 
THP-1 zu übertragen. Jedoch konnte, wie im Ergebnissteil 3.1.2.1 gezeigt ist, kein Einfluss 
auf die Siglec-Expression durch die Anwesenheit von HAV detektiert werden. So wurde 
darauffolgend der Ansatz in primären humanen Monozyten wiederholt. Trotz mehrfacher 
Wiederholung dieses Experiments konnte der von Limaye beschriebene Anstieg der Siglecs-7 
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und -9 auf der Oberfläche der Monozyten nicht beobachtet werden. Der Vergleich von 
Monozyten, die mit HAV-Lysat oder mit gereinigtem Virus inkubiert wurden, mit 
Monozyten, die unbehandelt oder mit mock-Lysat inkubiert wurden, zeigte im Mittel keine 
Veränderung der Siglec-Expression durch HAV. Warum die Ergebnisse von Limaye nicht 
reproduziert werden konnten, lässt sich rückwirkend schwierig nachvollziehen. Die Versuche 
wurden, soweit möglich, unter den gleichen Bedingungen durchgeführt, wie in der 
vorhergehenden Arbeit beschrieben. Ein Punkt, der möglicherweise die abweichenden 
Ergebnisse erklären könnte, stellt die Isolierung der Monozyten dar. So wurden von Limaye 
drei verschiedene Methoden beschrieben, die während seiner Arbeit zum Einsatz kamen. Es 
handelte sich dabei um die Isolierung über Ficoll- und Percoll-Gradienten, die Isolierung über 
einen Ficoll-Gradienten mit anschließender Isolierung der Monozyten durch Plastikadhärenz 
und die Isolierung mit Hilfe eines Kits (Dynal® Monocyte Negative Isolation Kit von 
Invitrogen). Obwohl in der Arbeit von Limaye die Methode der Isolierung über Ficoll- und 
Percoll-Gradienten als favorisierte Methode beschrieben wird, da so kostengünstig 
„unberührte“ Monozyten (untouched monocytes) erhalten werden, ist nicht klar ersichtlich, 
welche Methode tatsächlich für die HAV-Experimente verwendet wurde. Daher könnte die 
hier gewählte Methode der Isolierung der Monozyten über Ficoll- und Percoll-Gradienten[97] 
möglicherweise nicht der entsprechen, die von Limaye eingesetzt wurde. Ein weiterer Punkt 
ist, dass nicht klar nachvollziehbar war, mit welcher MOI die Zellen inkubiert wurden. Da die 
beschriebene Hochregulierung der Siglecs-7 und -9 jedoch auch bei starker Verdünnung 
(1:1000) der eingesetzten Viruspräparationen eintrat, ist davon auszugehen, dass die hier 
eingesetzte MOI von 2 ausreichend war, um ebenfalls einen solchen Effekt zu induzieren.  
In Anbetracht der Tatsache, dass für viele Pathogene, die eine akute Hepatitis zur Folge 
haben, eine transiente Suppression der Hämatopoese beschrieben wird, liegt die Vermutung 
nahe, dass dieser Effekt eher auf eine Störung der Leberfunktion als auf die Viren selbst 
zurückzuführen ist. Jedoch konnte sowohl für HAV[14–15] als auch für HBV[106] und Non-A, 
Non-B Hepatitis Viren[107] in vitro gezeigt werden, dass in Anwesenheit der Viren eine 
Proliferation von pluripotenten Progenitoren der Blutzellen inhibiert wird. Während einer 
HAV-Infektion deckt sich die Phase der Virämie mit den Veränderungen im Blutbild und erst 
danach können erhöhte Leberenzyme im Blut, die Anzeichen der eigentlichen Hepatitis sind, 
gemessen werden (siehe Einleitung Abb. 1.1), so dass auch der Verlauf dieser Parameter 
dagegen spricht, dass die Suppression der Hämatopoese durch eine Leberschädigung 
hervorgerufen wird, sondern ein Indiz für die direkte Beeinflussung des Knochenmarks durch 
die Anwesenheit der Viruspartikel ist.  
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Ein weiterer interessanter Befund in diesem Zusammenhang ist die Inhibierung der 
regulatorischen T-Zellen während einer HAV-Infektion[100]. Diese Inhibierung der Tregs 
könnte Ursache für die in seltenen Fällen auftretenden aplastischen Anämien (AA) sein, da 
vermutet wird, dass die Störungen der Knochenmarksfunktion im Fall einer AA durch 
autoreaktive Effektor-T-Zellen verursacht werden, wenn diese nicht mehr ausreichend durch 
regulatorische T-Zellen inhibiert werden[108]. Die Suppression der Tregs wird durch die 
Bindung der Viren an den TIM-1 Rezeptor auf deren Oberfläche verursacht, wobei auch hier 
zu erwähnen ist, dass es allgemein nicht zu einer Infektion von T-Zellen kommt[100].  
Zusammenfassend betrachtet, sprechen all diese Befunde für eine Beeinflussung der 
Hämatopoese, die zwar durch die Anwesenheit der Viruspartikel verursacht wird, aber nicht 
auf eine Infektion von Progenitorzellen des Knochenmarks bzw. von Monozyten zurück-
zuführen ist. Interessant für weitere Untersuchungen wäre beispielsweise, ob der TIM-1 
Rezeptor auf diesen Progenitorzellen exprimiert wird und inwieweit sich die durch HAV 
verursachte Inhibierung der Proliferation dieser Zellen durch eine Blockierung des Rezeptors 
analog zu den von Manangeeswaran et al. beschriebenen Treg-Experimenten[100], aufheben 
lässt.  
Parallel zu den vorhergehend beschriebenen Experimenten bezüglich der Siglec-Expression 
auf Monozyten wurden Untersuchungen zur Regulierung der Siglec-Expression durch HAV 
auf Lymphozyten durchgeführt. Hierbei konnte jedoch ebenfalls kein HAV-Effekt beobachtet 
werden. Hintergrund dieser Experimente war die Hypothese, dass durch eine Bindung von 
HAV an zytotoxische CD8+-T-Zellen die Expression der Siglec-7 und -9 hochreguliert wird. 
Die Folge einer solchen vermehrten Expression wäre, dass die ITIMs der Siglecs die 
Signalweiterleitung über den TCR der Lymphozyten inhibieren und so die zytotoxische 
Aktivität der CD8+-T-Zellen verringert wird (siehe auch Punkt 1.1.5 Abb. 1.4). Obwohl hier 
kein HAV-Effekt beobachtet werden konnte, wäre eine detaillierte Untersuchung von 
isolierten CD8+-T-Zellen sinnvoll, da hier die Gesamtpopulation an Lymphozyten untersucht 
wurde, so dass mögliche Effekte, eventuell aufgrund des geringen Anteils an CD8+-T-Zellen, 






4.2 IgA als Trägermolekül für Antigene zum Thymus 
Das Immunsystem des Menschen ist bis heute noch nicht in allen Einzelheiten verstanden. 
Dies gilt auch für die Selektionsprozesse, die T-Zellen während ihrer Reifung im Thymus 
durchlaufen, obwohl mittlerweile viele Details bekannt sind, wie z. B. die Gewährleistung der 
Präsentation von körpereigenen Antigenen in diesem Organ, die in der Eliminierung von T-
Zellen mit solcher Spezifität resultiert. Gleiches gilt für das Verständnis, warum eine IgA-
Defizienz in manchen Individuen zu Autoimmunreaktionen und Allergien führt, in anderen 
aber symptomlos verläuft. Ob ein Zusammenhang zwischen den Selektionsprozessen im 
Thymus und der IgA-Präsenz besteht und die Selektion der T-Zellen im Thymus durch das 
Einbringen von Antigenen über einen IgA-vermittelten Mechanismus beeinflusst wird, wurde 
bisher nicht untersucht. Anstoß, sich mit diesem Aspekt des IgA-gekoppelten Transports zu 
befassen, gaben Ergebnisse, die während der Dissertation von A. Heitmann entstanden. 
Hauptziel der damaligen Untersuchungen war es zu ermitteln, inwieweit sich eine 
Komplexierung von HAV mit IgG- oder IgA-Antikörpern auf den Hepatotropismus von HAV 
auswirkt. Dabei zeigte sich, dass mit IgA komplexiertes HAV, das i. p. verabreicht wurde, 
signifikant besser die Leber erreicht als freies oder mit IgG komplexiertes HAV[44].  
Ein interessanter Nebenbefund dieser Arbeit war, dass nach der intraperitonealen Inokulation 
von HAV/IgA-Komplexen eine hohe Konzentration HAV-RNA im Thymus von Mäusen 
beobachtet wurde, die deutlich höher war als nach Inokulation von freien Virionen und 
HAV/IgG-Komplexen[44].  
Um diese Befunde abzusichern, die Allgemeingültigkeit bezüglich des IgA-
Antigentransportes zu zeigen und um eine detaillierte Analyse des Thymusgewebes zu 
erhalten, wurden die Versuche auf zwei Mausmodelle (BALB/c und C3H) und weitere 
Antigene ausgeweitet. Außerdem wurde zusätzlich zur intraperitonealen Injektion auch eine 
intravenöse Applikation der Inokula vorgenommen. 
Bezüglich des Lebertransportes von HAV unterstützen und bestärken die in dieser Arbeit 
erzielten Ergebnisse die nach i. p. Gabe erhaltenen Befunde von A. Heitmann, dass HAV-
Partikel im Komplex mit spezifischem IgA effektiver die Leber erreichen als freie Virionen 
und mit IgG-komplexierte HAV-Partikel. Darüber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass dieser 
IgA-Effekt nach intravenöser Injektion der Inokula deutlich stärker als nach i. p. Injektion ist 
und die HAV/IgA-Komplexe im Vergleich zu freiem oder mit IgG-komplexiertem HAV sehr 
viel effizienter zur Leber transportiert werden.  
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Insgesamt ergibt sich aus diesen Befunden die Möglichkeit eines IgA-vermittelten 
enterohepatischen Zyklus des HAV[4]. Die Hypothese, die sich hieraus ergibt, beinhaltet 
folgendes Szenario: 
Das schon früh während der HAV-Infektion in großen Mengen gebildete spezifische IgA 
sowie die neu gebildeten HAV-Virionen werden aus der Leber über die Galle ausgeschieden 
und erreichen so den Intestinaltrakt. Hierbei kommt es zu einer Komplexierung der HAV-
Partikel durch IgA. Diese Komplexe können dann mittels Transzytose über den pIgR aus dem 
Darmlumen aufgenommen werden[9] und zur Leber gelangen, wo sie über den ASGPR in die 
Hepatozyten eingeschleust werden[3]. Es kommt zu Reinfektionen der Leber, die sich vom Ort 
der ursprünglichen Infektion unterscheiden. An diesen neu entstandenen Replikationsfoci 
müssen nun erneut zytotoxische T-Lymphozyten einwandern, um die infizierten Leberzellen 
zu lysieren und so die Infektion zu beenden. Entscheidend ist, dass dieser Zyklus in der ersten 
Phase der Infektion nicht durch IgG-Antikörper gestört wird, da die HAV-spezifische IgG-
Antwort erst sehr viel später als die IgA-Antwort voll entwickelt ist (siehe auch Einleitung 
Abb. 1.1). 
Da sich die Ausbildung der humoralen Immunantwort individuell unterscheidet, stellt dieser 
durch IgA vermittelte enterohepatische Zyklus des HAV auch ein Erklärungsmodell für die 
bisher in ihren Ursachen nicht verstandenen prolongierten und relapsierenden Verläufe der 
Infektion dar[4]. Kommt es beispielsweise erst sehr spät im Verlauf der Infektion zur Bildung 
ausreichend affiner bzw. avider IgG-Antikörper, so dass die IgA-Antikörper nicht ausreichend 
durch IgG-Antikörper aus den HAV/IgA-Komplexen verdrängt werden, resultiert dies in 
kontinuierlichen Reinfektionen der Leber, was zu einem prolongierten Verlauf oder zum 
Wiederauftreten der Hepatitis führen kann. 
Ein Punkt, der bisher nicht geklärt werden konnte, ist, wie HAV bzw. HAV/IgA-Komplexe 
aus dem Darmgewebe ins Blut übertreten. So konnte in Mäusen nach oraler Verabreichung 
von HAV bzw. HAV/IgA-Komplexen kein Virus in der Leber oder anderen Organen 
detektiert werden. Auch der Übertritt von HAV/IgA-Komplexen nach i. p. Injektion ins Blut 
scheint nicht ohne weiteres möglich. Dies ist vermutlich der Grund, warum nach der i. v. 
Injektion ein effizienterer Transport von HAV bzw. HAV/IgA-Komplexen zur Leber 
detektiert wurde. 
Um die von A. Heitmann erhaltenen Befunde bezüglich der verstärkten Akkumulation von 
HAV/IgA-Komplexen im Thymus, im Vergleich zu freiem und IgG-komplexiertem HAV, 
näher zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit der Thymus und das umliegende Gewebe 
getrennt analysiert. Es zeigte sich, dass nach intraperitonealer Injektion von HAV/IgA, HAV 
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oder HAV-IgG im Thymus selbst keine HAV-RNA vorlag, aber dass sich die HAV/IgA-
Komplexe im Vergleich zum freien HAV und den HAV-IgG Komplexen stark im 
thymusumgebenden Gewebe anreicherten. Die detektierte HAV-RNA-Menge war hierbei 
nach der Verabreichung von HAV/IgG-Komplexen am geringsten, und die detektierte Menge 
HAV-RNA nach Inokulation von freiem HAV war höher als nach Gabe der IgG-Komplexe, 
aber geringer als nach der Gabe von IgA-Komplexen. Die höchste Konzentration an HAV-
RNA im thymusumgebenden Gewebe nach intraperitonealer Injektion wurde also, wie schon 
beschrieben, nach der Gabe von HAV/IgA-Komplexen beobachtet. Da dieses 
Verteilungsmuster der Inokula dem gleicht, was von A. Heitmann für den Thymus 
beschrieben wurde, lässt sich daraus schließen, dass die damalig erzielten Ergebnisse, bei 
denen HAV-RNA im Thymus nachgewiesen wurde, auf die Präparation zurückzuführen sind. 
Bei Mäusen sind die parathymischen Lymphkonten in das Bindegewebe eingebettet, welches 
die Thymuskapsel umgibt, und lassen sich nur durch exakte Präparation entfernen. Wird der 
Thymus einfach entnommen, so ist die Wahrscheinlichkeit groß, dass diese Lymphknoten als 
Teil des Thymus mit präpariert werden[109]. Da der Fokus in der vorhergehenden Arbeit nicht 
auf der Untersuchung des Thymus lag und dieser lediglich als Kontrolle mitgeführt wurde, 
erscheint es plausibel, dass die detektierte HAV-RNA tatsächlich nicht im Thymus selbst, 
sondern nur im mitpräparierten umgebenden Gewebe oder den darin eingebetteten 
parathymischen Lymphknoten vorlag. 
Die generelle Anreicherung der Virionen nach intraperitonealen Injektion aller eingesetzten 
Inokula in der thymusumgebenden Region ist jedoch nicht überraschend. Moleküle werden 
im Bereich der Bauchhöhle von den Lymphgefäßen des Zwerchfells aufgenommen, die sich 
zu größeren Lymphgefäßen vereinen, bevor sie die Lymphknoten im Bereich des Thymus 
erreichen. Der Thymus selbst verfügt zwar nicht über affarente Lymphgefäße, scheint aber 
über die parathymischen Lymphknoten, welche eng mit der Thymuskapsel assoziiert sind, mit 
Substanzen, die über die Lymphe transportiert werden, in Kontakt zu kommen. Außerdem 
wird in räumlicher Nähe zum Thymus die Lymphe über den Ductus thoracicus, der über dem 
Herzbeutel in die Vena cava mündet, in das Blut zurückgeführt. Durch den Druck im Thorax 
und den Widerstand der Lymphknoten kommt es zu einem gewissen Rückfluss der Lymphe, 
die so ins obere Medastinium gelangt[93, 110]. So konnte beispielsweise nach intraperitonealer 
Injektion von Percoll gezeigt werden, dass dieses über die Kapsel in den Kortex des Thymus 
eindringt. Obwohl nicht direkt analysiert wurde, über welchen Weg die Moleküle in die 
Region des Thymus gelangen, erscheint ein Transport über das Lymphsystem wahrscheinlich, 
da nach intravenöser Injektion wesentlich später und weniger Moleküle in der Kapsel 
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detektiert werden konnten[91]. Ein bevorzugter lymphatischer Transport von IgA aus dem 
Peritoneum zum Thymus scheint aber, zumindest beim Menschen, nicht vorzuliegen. Die 
IgA-Konzentration in der Lymphe des Ductus thoracicus, der in räumlicher Nähe zum 
Thymus verläuft, ist nicht höher als die IgA-Konzentration, die im Blut der Pfortader und 
Aorta oder im peripheren venösem Blut gemessen wird[111].  
Wodurch sich die Unterschiede der detektierten Mengen an HAV-RNA in dieser 
thymusumgebenden Region nach Applikation der verschiedenen Inokula ergeben, bleibt der 
Spekulation überlassen. Die geringe Konzentration der HAV-RNA im thymusumgebenden 
Gewebe nach Gabe von mit IgG komplexierten Viren im Vergleich zu freiem HAV und IgA 
komplexierten Viren beruht möglicherweise darauf, dass durch die bereits mit IgG 
komplexierten Viren eine schnelle effektive Aktivierung des Komplementsystems erfolgen 
konnte und die mit IgG-komplexierten Virionen somit effizient durch Zellen des angeborenen 
Immunsystems, wie Makrophagen oder Granulozyten, aus dem Kreislauf entfernt wurden. Im 
Vergleich zum IgG wird das Komplementsystem durch IgA generell nicht so effektiv 
aktiviert[47]. Möglicherweise ist dies ein Grund, warum die mit IgA komplexierten Virionen 
und die freien Viruspartikel nicht so schnell eliminiert werden und länger im Kreislauf 
verbleiben. HAV/IgA-Komplexe haben somit die Möglichkeit in Geweben, in denen IgA-
Rezeptoren exprimiert werden, zu akkumulieren. Dies ist möglicherweise der Grund für die 
im Vergleich zu freien HAV-Partikeln stärkere Anreicherung von HAV/IgA im Gewebe, das 
den Thymus umgibt. 
Die HAV/IgA-Komplexe akkumulieren nach der i. p. Injektion nicht nur stark im 
thymusumgebenden Gewebe, welches die parathymischen Lymphknoten enthält, sondern 
auch, wie von A. Heitmann gezeigt, im Darm assoziierten Lymphgewebe (GALT), so dass 
sich bei zusammenfassender Betrachtung aller Ergebnisse feststellen lässt, dass die HAV/IgA-
Komplexe nach i. p. Verabreichung stark in lymphassoziiertem Gewebe akkumulieren.  
Eine mögliche Erklärung ist, dass diese Anreicherung auf einer spezifischen Interaktion der 
HAV/IgA-Komplexe mit IgA-Rezeptoren beruht. Ein Nachweis von IgA-Rezeptoren in den 
unterschiedlichen Geweben wurde in dieser Arbeit jedoch nicht durchgeführt, zumal sich das 
Repertoire der IgA-Rezeptoren bei Maus und Mensch unterscheidet[112–113]. Im humanen 
Organismus wurden bisher sieben verschiedene Rezeptoren identifiziert, die mit IgA 
interagieren. Hierzu gehören der auf Hepatozyten exprimierte ASGPR, der pIgR, welcher vor 
allem eine Rolle bei der Sezernierung von sekretorischem IgA im Bereich der Mukosa 
spielt[112], der FcαRI, der auf Blutzellen exprimiert wird und für den kein homologer Rezeptor 
in Mäusen existiert sowie ein Rezeptor, der die sekretorische Komponente des IgA bindet[112–
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113]. Für den HAV bindenden Rezeptor TIM-1 wurden ebenfalls IgA bindende Eigenschaften 
beschrieben. Dieser sowohl in Mäusen als auch in Menschen vorkommende Rezeptor wird 
hauptsächlich durch T-Helferzellen des Typs 2 und in den Nieren exprimiert[2, 46, 114]. 
Aufgrund der Expressionsmuster dieser Rezeptoren bzw. der Funktion oder des Fehlens im 
Mausorganismus scheiden diese Rezeptoren jedoch aus, um die Akkumulation der HAV/IgA-
Komplexe im Thymus assoziiertem Gewebe bzw. generell im Lymphgewebe zu erklären.  
Ein weiterer IgA-bindender Rezeptor ist der Fcαµ-Rezeptor, der sowohl IgA als auch IgM 
bindet und in beiden Spezies vorhanden ist. Dieser Rezeptor wird durch reife B-Lymphozyten 
und Makrophagen exprimiert und ist auch in hohen Konzentrationen in sekundären 
lymphatischen Organen, wie den Lymphknoten und im Darm, vorhanden[112, 115]. Außerdem 
wurden auch für den Transferrin-Rezeptor (TfR) IgA bindende Eigenschaften gezeigt. Dieser 
Rezeptor wird in geringer Konzentration in vielen Geweben exprimiert, ist aber vor allem auf 
Epithelzellen, in hoher Konzentration auf humanen Mesangial-Zellen der Niere und 
proliferierenden B- und T-Zellen zu finden [116]. Da es in dieser Arbeit zunächst darum ging, 
lediglich die Frage zu klären, ob durch eine Komplexierung von Antigenen mit IgA überhaupt 
ein vermehrter Transport zum Thymus stattfindet, wurde nicht näher untersucht, ob und 
inwieweit einer der letztgenannten IgA-Rezeptoren für die Akkumulation der HAV/IgA-
Komplexe im thymusumgebenden Gewebe verantwortlich ist. Dadurch, dass der FcαµR vor 
allem in Lymphknoten und der TfR stark auf proliferierenden B- und T-Zellen exprimiert 
wird, sind diese beiden IgA-bindenden Rezeptoren mögliche Kandidaten, die die 
Akkumulation im thymusumgebenden Gewebe, welches auch die parathymischen 
Lymphknoten enthält, erklären könnten. 
Im Vergleich zur intraperitonealen Injektion ließ sich nach der intravenösen Injektion weder 
von IgA/HAV-Komplexen, freiem HAV noch HAV/IgG-Komplexen HAV-RNA im 
thymusumgebenden Gewebe nachweisen. Auch der Thymus wurde hier bei allen Inokula 
negativ für HAV-RNA getestet. Dieses Ergebnis spricht dafür, dass der Transport des HAV 
zur thymusumgebenden Region, der nach der i. p. Injektion beobachtet wurde, tatsächlich 
ausschließlich über die Lymphe erfolgt. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass durch IgA zwar weder nach i. p. noch nach i. v. 
Injektion ein nachweislicher Transport des HAV in den Thymus selbst erfolgt, dass aber nach 
i. p. Injektion durch eine Komplexierung mit IgA, im Vergleich zu freien und IgG-
komplexierten HAV-Partikeln, deutlich mehr HAV im thymusumgebenden Gewebe detektiert 
wurde. Da die Thymuskapsel zu einem gewissen Maße durchlässig für Moleküle ist, könnten 
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über die Lymphe als IgA-Komplexe in die Region des Thymus transportierte Antigene den 
Thymus erreichen. 
Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde überprüft, ob es sich bei der Akkumulation der 
HAV/IgA-Komplexe in der thymusumgebenden Region um ein Einzelphänomen handelt, 
oder ob dies einem generellen Verteilungsmuster von Antigen/IgA-Komplexen entspricht. 
Eine erste Schwierigkeit stellte die Wahl eines geeigneten Antigens dar. Zum einen sollte es 
sich in Größe und Eigenschaften von HAV unterscheiden, zum anderen musste es auch im 
Mausorganismus nachweisbar sein. Ein Punkt, der diese Auswahl stark begrenzte, ist, dass es 
im Vergleich zu den in der Diagnostik verwendeten IgG-Antikörpern, die nahezu für jedes 
beliebige Antigen erhältlich sind, nur sehr wenige spezifische IgA-Antikörper gibt, die 
kommerziell erhältlich sind. Aus diesem Grund fiel die Wahl letztendlich auf Salmonella 
enteritidis, da spezifische IgA- als auch IgG-Antikörper zur Verfügung standen und der 
Nachweis, ähnlich wie bei HAV, mit einem PCR-basierten Assay erfolgen konnte, der den 
Vorteil bot, dass auch geringe Mengen der Bakteriengenome detektiert werden konnten.  
Als weitere Antigene wurden chemisch hergestellte Moleküle sowie das Protein Ovalbumin 
eingesetzt, die mit dem MRT-Kontrastmittel Gadolinium gekoppelt wurden und als Antigen 
fungierende Dinitrophenylgruppen (DNP) ansynthetisiert enthielten, da mit MOPC-315 und 
1B7.11 zwei Hybridomzelllinien zur Verfügung standen, die anti-DNP-IgA bzw. -IgG 
produzierten. Die Auswertung des Verteilungsmusters dieser kontrastmittelhaltigen 
Immunkomplexe in den Mäusen erfolgte dann im Magnetresonanztomographen. 
Eine weitere Schwierigkeit, die sich beim Arbeiten mit IgA, besonders mit Maus-IgA, ergibt, 
ist, dass für IgA dieser Spezies keine etablierten Aufreinigungssysteme existieren. Zwar gibt 
es für humanes IgA bindende Substanzen, wie beispielsweise Proteine bestimmter 
Streptococcen-Bakterien[117–118], das Lectin Jacalin[119] und chemisch synthetisierte IgA 
bindende Peptide[120], die ähnlich wie das für IgG eingesetzte Protein-A oder -G verwendet 
werden können, für IgA der Spezies Maus existieren jedoch keine solchen Proteine. Auch 
eine fraktionierte Ammoniumsulfatfällung, die in der Literatur als zuverlässige Methode 
beschrieben wird, Proteine unterschiedlicher Größe voneinander zu trennen[121–122], stellte sich 
nicht als geeignetes Verfahren heraus, um aus den Hybridomzellkulturüberständen IgA zu 
reinigen und zu konzentrieren.  
Aus diesem Grund wurden die eingesetzten anti-DNP-Antikörper-haltigen Hybridomzell-
überstände lediglich durch eine Filtrationszentrifugation aufkonzentriert und gegen PBS 
dialysiert, bevor sie für die Versuche eingesetzt wurden. 
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Die Versuche, in denen Salmonella enteritidis als Antigen fungierte, wurden ähnlich 
durchgeführt wie jene, in denen HAV als Antigen diente. Zunächst wurden S.ent und 
S.ent/IgA-Komplexe sowohl i. p. als auch i. v. verabreicht, um zu prüfen, ob und nach 
welcher Injektionsmethode S.ent-Nukleinsäure in den Geweben durch PCR nachweisbar ist.  
Ein weiterer Punkt, der erwähnt werden muss, ist, dass durch den Nachweis von S.ent-
Genomen nur indirekt nachvollzogen werden konnte, wie die Verteilung der S.ent Antigene, 
wie z. B. LPS, im Organismus erfolgt, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass sich das 
Verteilungsmuster zwischen nachgewiesener Nukleinsäure und Oberflächenantigenen der 
eingesetzten Organismen durch eine vorhergehende Lyse oder Zerstörung unterscheidet. Ein 
direkter Nachweis von LPS in Mausgewebe, beispielsweise durch eine Bestimmung der 
Endotoxinkonzentration, ist jedoch bisher technisch nicht möglich.  
Ein weiterer Versuch, Antigen-Strukturen von S.ent in den einzelnen Organen nachzuweisen, 
erfolgte durch die Herstellung von Gewebeschnitten und anschließender Antikörperfärbung 
gegen das O-Antigen. Jedoch konnten keine spezifischen Fluoreszenzen detektiert werden. 
Nach der PCR-basierten Detektion der S.ent-Genome zeigte sich, dass nach der i. v. Injektion 
beider Inokula in nur jeweils einem der drei pro Inokulum eingesetzten Tiere sehr geringe 
Mengen S.ent-DNA in der Leber und Milz nachgewiesen werden konnte. 
Nach der i. p. Injektion zeigte sich, ähnlich wie nach der Applikation von HAV, dass sich die 
S.ent-Genome vor allem in den lymphassoziierten Geweben (GALT und thymusumgebendem 
Gewebe) nachweisen ließen, aber keine S.ent-DNA im Thymus selbst detektiert wurde. Als 
nächster Schritt wurden neben S.ent und S.ent/IgA-Komplexen auch S.ent/IgG-Komplexe 
eingesetzt, wobei entsprechend des vorhergehenden Experiments nur i. p. injiziert wurde. 
Dabei zeigte sich ebenfalls eine deutliche Akkumulation von S.ent-DNA in den 
lymphassoziierten Geweben. Bei zusammenfassender Betrachtung der Ergebnisse (siehe 
Ergebnisteil Abb. 3.11) wird deutlich, dass sich aufgrund der starken Streuung der Werte und 
der geringen Anzahl der Tiere (n = 6 S.ent/IgG-Komplexe bzw. 9 S.ent und S.ent/IgA-
Komplexe) der einzelnen Gruppen keine klare Aussage bezüglich der statistischen 
Signifikanz der Ergebnisse treffen lässt. Jedoch zeigen die Medianwerte einen Trend an. So 
konnte die höchste Konzentration S.ent-DNA im thymusumgebenden Gewebe nach Gabe von 
nicht-komplexierten Bakterien erzielt werden. Nach Applikation von IgG-Komplexen war die 
nachgewiesene Menge geringer, und nach Gabe von S.ent/IgA-Komplexen konnten im 
Vergleich zu S.ent und S.ent/IgG-Komplexen nur sehr geringe Mengen S.ent-DNA detektiert 




Verglichen mit HAV bzw. den HAV/Immunkomplexen zeigte sich somit ein komplett 
anderes Verteilungsmuster. Interessant ist, dass durch die Komplexierung mit IgA in diesem 
Fall nicht, wie bei HAV, die höchste, sondern die geringste Menge Nukleinsäure im 
thymusumgebenden Gewebe detektiert wurde. 
Worauf dieses unterschiedliche Verteilungsmuster der HAV/IgA-Komplexe und der 
S.ent/IgA-Komplexe basiert, lässt sich wiederum nur spekulieren. Mit Salmonella und HAV 
wurden zwei Pathogene als Antigene eingesetzt, die sich in Struktur und Größe stark 
unterscheiden. Außerdem verfügt der Organismus über verschiedene Strategien, viralen und 
bakteriellen Infektionen entgegenzutreten. So wird durch eine bakterielle Infektion in der 
Regel das schnell greifende angeborene Immunsystem durch die Erkennung von so genannten 
PAMPS (Pathogen assoziierte molekulare Muster) aktiviert. Bei S.ent handelt es sich um 
gramnegative Bakterien deren Zellwand große Mengen Lipopolysaccharide beinhalten. 
Dieses LPS wirkt als starker Induktor der angeborenen Immunantwort. So werden 
beispielsweise Makrophagen effektiv aktiviert, proinflammatorische Cytokine ausgeschüttet 
und der Körper reagiert mit Fieber. Dementsprechend ließ sich auch nach der Gabe aller S.ent 
Inokula in allen Mäusen eine Erhöhung der Körpertemperatur beobachten.  
Im Gegensatz hierzu wird das angeborene Immunsystem durch Viren in der Regel über 
andere Wege aktiviert und basiert zum großen Teil auf Detektion von als 
Replikationsintermediaten auftretenden Nukleinsäuren und einer späteren Aktivierung des 
Interferonsystems.  
Die für HAV diskutierte geringere Komplementaktivierung im Fall der Komplexierung mit 
IgA im Vergleich zu den IgG-Immunkomplexen scheint hier nicht zum Tragen zu kommen. 
Das LPS der Zellwand ist jedoch selbst starker Induktor des alternativen Wegs des 
Komplementsystems. Inwieweit das Zusammenspiel zwischen der Komplexierung mit den 
IgA- und IgG-Antikörpern und die alternative Aktivierung des Komplementsystems die Lyse 
der Bakterien und damit das Verteilungsmuster im Mausorganismus beeinflusst, lässt sich so 
nicht klären. Ein weiterer Punkt, der die Interpretation der erhaltenen Ergebnisse erschwert, 
ist, dass vor der Komplexierung der Bakterien mit den Antikörpern nicht exakte Menge des 
Antikörpergehalts bestimmt, sondern nur optisch durch Immunfluoreszenz die zur 
Komplexierung ausreichende Menge ermittelt wurde. Eventuelle Unterschiede, was das Maß 
der Komplexierung der Bakterien betrifft, hätten also ebenfalls einen Einfluss auf die 
Induktion des Komplementsystems ausüben können. 
Der entscheidende Punkt, den die Ergebnisse aufzeigen, ist in diesem Fall jedoch nicht die 
unterschiedliche Verteilung der IgA- und IgG-Komplexe, sondern dass durch die 
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Komplexierung mit IgA sehr viel weniger S.ent-Genome im Bereich des thymusumgebenden 
Gewebes nachgewiesen wurden als nach Gabe der freien Bakterien.  
Die Hypothese, dass IgA als Transporter für Antigene zum Thymus direkt oder indirekt durch 
den Transport über die Lymphe in das thymusumgebende Gewebe dient und so eine zentrale 
Toleranzinduktion für die entsprechenden Antigene im Thymus induziert wird, scheint somit 
zumindest für die inflammatorisch wirkenden S.ent Antigene nicht zu gelten. 
In Anbetracht der Konsequenzen, die die Hypothese beinhaltet, ist ein solcher Ausschluss von 
Substanzen, die eine Entzündungsreaktion hervorrufen, durchaus sinnvoll, da gerade gegen 
solche Antigene eine Toleranzinduktion nicht wünschenswert ist. Dies wirft natürlich die 
Frage auf, warum HAV, ebenfalls ein Pathogen, dann so effizient transportiert wird.  
Wird davon ausgegangen, dass der IgA-vermittelte Transport vor allem dazu dient, harmlose 
Umwelt- bzw. Fremdantigene zum Thymus zu transportieren, um eine zentrale 
Toleranzinduktion gegen diese Antigene zu ermöglichen und allergischen Reaktionen 
vorzubeugen, so handelt es sich wahrscheinlich um kleine Antigen-Strukturen, die nicht per 
se eine Entzündungsreaktion hervorrufen, über den Darm oder die Atemwege in den 
Organismus gelangen und über einen längeren Zeitraum oder permanent vorhanden sind. 
Wird nun die Struktur von Viren, Bakterien und den eben beschriebenen Antigenen 
verglichen, so wird deutlich, dass Viren in ihrer Struktur und Größe eher Umweltantigenen 
gleichen als Bakterien. Dieser Umstand könnte hypothesenbasiert den vermehrten IgA-
vermittelten Transport von HAV in die thymusumgebende Region erklären. 
Als weitere Antigene wurden aus diesem Grund kleine synthetische Moleküle und Ovalbumin 
eingesetzt, da diese in ihrer Struktur und Größe mit Allergien induzierenden Antigenen 
vergleichbar sind. Die Moleküle enthielten alle eine Dinitrophenylgruppe, über die die 
Komplexierung mit den DNP-spezifischen IgA- und IgG-Antikörpern erfolgen konnte. Der 
Nachweis der Antigene im Mausorganismus sollte in diesem Fall im 
Magnetresonanztomographen mittels T1-gewichteter Bildgebung erfolgen. Aus diesem Grund 
wurden die Moleküle zusätzlich mit Gadolinium gekoppelt. Durch die Anwesenheit von 
Gadolinium verändern sich die im Magnetresonanztomographen detektierten Signale und es 
ist möglich, die Bereiche im Mausorganismus zu identifizieren, in denen sich die markierten 
Antigene anreichern.  
Eine Schwierigkeit, die sich hierbei ergab, war der Nachweis der Komplexbildung zwischen 
den Antigenen GdAgA/GdAgB und den anti-DNP-Antikörpern. Durch Anwendung der 
üblicherweise in der Molekularbiologie eingesetzten Methoden zum Nachweis von 
Antigen/Antikörperbindungen, wie Blot, Immunpräzipitation oder ELISA, ließ sich keine 
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eindeutige Komplexbildung nachweisen. Lediglich im ELISA konnte eine sehr geringe 
spezifische Bindung detektiert werden. Auch die Modifikation der Methoden, wie 
beispielsweise eine Bindung der Antikörper an ELISA-Platten, anschließender Inkubation mit 
den Antigenen GdAgA bzw. GdAgB und Auswertung im Magnetresonanztomographen 
(2.2.3.4.2) waren nicht erfolgreich, was den Nachweis einer Bindung zwischen Antigen und 
Antikörpern betrifft.  
Vermutlich ist dies auf die Tatsache zurückzuführen, dass alle oben aufgeführten Methoden 
zum Nachweis von Proteinen entwickelt wurden. Die Antigene GdAgA bzw. GdAgB 
beinhalten zwar auch Aminosäuren, jedoch handelt es sich nicht um Proteine im eigentlichen 
Sinn. Im Vergleich zu den GdAgA bzw. GdAgB stellte der Nachweis einer Bindung von anti-
DNP-Antikörpern an das mit DNP und Gadolinium versehene Ovalbumin (GdOVA) kein 
Problem dar. Für diese Substanz konnte sowohl im ELISA als auch im Blot eine Bindung 
durch die anti-DNP-Antikörper gezeigt werden. 
Um die Verteilung der beschriebenen Antigene im Mausorganismus zu untersuchen, wurden 
die Substanzen jeweils mit IgA bzw. IgG komplexiert oder als freie Moleküle intravenös oder 
intraperitoneal verabreicht. Nach zwei Stunden wurden die Tiere dann perfundiert, fixiert und 
im MRT gemessen.  
Nach Gabe der GdAgA sowie GdAgB Inokula konnte in den Tieren eine starke 
Signaländerung in der Harnblase detektiert werden. Jedoch konnte in keinem anderen Organ 
und auch nicht im Thymus oder im thymusumgebenden Gewebe eine Änderung der 
Signalintensität, die auf ein Vorhandensein von Kontrastmittel und somit Antigen hingedeutet 
hätte, erkannt werden. Auffällig ist, dass im Gegensatz zu den verschiedenen 
Verteilungsmustern der S.ent und HAV Inokula, die nach i. p. und i. v. Injektion auftraten, in 
diesem Fall kein Unterschied durch die Anwendung der verschiedenen Injektionsmethoden 
beobachtet werden konnte. Da außerdem gleiche Ergebnisse nach Gabe freier Antigene und 
von Immunkomplexen erzielt wurden, lässt dies vermuten, dass es nicht zu einer 
ausreichenden Komplexbildung zwischen Antigenen und Antikörpern kam und die Antigene 
über die Nieren aus dem Blut entfernt wurden.  
Ein Nachteil dieser Methode im Vergleich zur PCR ist, dass die Antigene vor der Detektion 
nicht amplifiziert werden. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass es zu einer spezifischen 
Akkumulation von Immunkomplexen kam, diese jedoch so gering war, dass die vorhandene 




Nach der Gabe der GdOVA-Inokula ließ sich in keinem der Tiere eine Signaländerung 
detektieren, auch die für GdAgA und GdAgB beobachtete Anreicherung der Komplexe in der 
Harnblase war hier nicht zu erkennen. Die Tatsache, dass hier mit Sicherheit davon 
ausgegangen werden kann, dass das GdOVA im Komplex mit den Antikörpern vorlag, spricht 
dafür, dass im Fall einer spezifischen Akkumulation des GdOVAs oder der 
GdOVA/Immunkomplexe auch hier die Kontrastmittelkonzentration möglicherweise nicht 
hoch genug war, um eine Signaländerung zu detektieren.  
Insgesamt lässt sich die Hypothese durch die erzielten Ergebnisse weder bestätigen noch 
widerlegen. Was deutlich wird, ist, dass die eingesetzten Methoden und Antigene nicht 
geeignet waren, um zu klären, ob durch IgA Antigene zum Thymus transportiert werden.  
Um die in vivo Bedingungen besser zu simulieren, wäre es sinnvoll, Antigene bzw. Peptide 
einzusetzen, die in Realität tatsächlich Allergien oder Autoimmunreaktionen hervorrufen, und 
gegen diese Antigene spezifische IgA-Antikörper herstellen zu lassen. Ebenfalls wäre ein 
direkter Nachweis der Antigene selbst wünschenswert. Die hier eingesetzte Methode der PCR 
bietet zwar den Vorteil der Sensitivität durch Amplifikation, jedoch kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass sich das Verteilungsmuster zwischen nachgewiesener 
Nukleinsäure und Oberflächenantigenen der eingesetzten Organismen durch eine 
vorhergehende Lyse oder Zerstörung unterscheidet.  
Obwohl der Salmonella-Antigen-Nachweis in Gewebeschnitten in dieser Arbeit keine 
Ergebnisse lieferte, scheint diese Methode doch vielversprechend, um Antigene im Gewebe 
durch den Einsatz einer indirekten Immunfluoreszenz nachzuweisen, da in der Regel nach 
Antigen- bzw. Antikörper- und gewebespezifischer Optimierung gute Ergebnisse erzielt 
werden können. Weiterhin bietet die Methode den Vorteil, dass so eine gezielte Lokalisierung 
der Antigene innerhalb des Organs, im Vergleich zur Untersuchung des Gesamtgewebes, 
möglich ist. 
Trotzdem bleibt fraglich, ob sich die Hypothese tatsächlich durch den Einsatz solcher 
Methoden, die sich auf die Detektion der Lokalisation beschränken, bestätigt oder widerlegt 
werden kann. Wie Untersuchungen zeigen, werden beispielsweise spezifische körpereigene 
Antigene nur durch wenige medulläre Thymusepithelzellen exprimiert und präsentiert. Trotz 
dieser folglich geringen Konzentration der Antigene wird aber eine ausreichende Selektion 
erzielt.  
Daher ist es möglicherweise sinnvoll, von vornherein Versuchsansätze zu wählen, die eine 
direkte Überprüfung des Selektionserfolgs möglich machen. So könnten beispielsweise 
transgene Mäuse, die nur einen einzigen spezifischen TCR exprimieren, genutzt werden. Ein 
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solches Mausmodell wurde bereits mit Erfolg zur Untersuchung von durch Dendritische 
Zellen vermittelten Antigentransport zum Thymus eingesetzt. Die verwendeten Rag2/OT-II 
Mäuse exprimieren in diesem Fall nur einen TCR gegen ein bestimmtes Ovalbumin-Peptid. 
Wird den Mäusen Ovalbumin verabreicht, wird dieses im Thymus prozessiert und präsentiert 
und es kommt zur Deletion des Großteils der sich entwickelnden T-Zellen und außerdem zur 
detektierbaren Induktion von natürlichen regulatorischen T-Zellen (Tregs) im Thymus[87, 123]. 
Möglicherweise ließe sich ein solches Tiermodell nutzen, um zu untersuchen, inwieweit eine 
Komplexierung des entsprechenden Antigens mit IgA die Rate der Deletion bzw. Induktion 
von nTregs im Thymus beeinflusst. 
Eine weitere Möglichkeit zu untersuchen, ob die Selektionsprozesse durch einen Transport 
von Antigen durch IgA beeinflusst werden, wäre, Mäuse mit Antigen oder Antigen/IgA-
Komplexen zu behandeln und durch antigenspezifische T-Proliferationsassays zu bestimmen, 
in welchem Ausmaß sich die Bildung von antigenspezifischen T-Zellen unterscheidet. 
Die hohe Inzidenz IgA-defizienter Personen, an Allergien und an Autoimmunität zu 
erkranken, kann plausibel durch die postulierte Hypothese erklärt werden, dass IgA als 
Antigentransporter zum Thymus dient, damit Antigene präsentiert werden können und so 
bestimmte antigenspezifische T-Zellen deletiert bzw. nTregs induziert werden. Durch eine 
damit einhergehende unzureichende Präsentation von harmlosen Umweltantigenen könnte 
keine ausreichende Selektion der T-Zellen bzw. Induktion von nTregs im Thymus stattfinden, 
und folglich würden reaktive T-Zellen gegen harmlose Fremdantigene gebildet. Unterstützt 
wird diese Erklärungsmöglichkeit dadurch, dass IgAD-Patienten signifikant weniger nTregs 
aufweisen als autoimmunerkrankte Personen, deren Serum-IgA-Spiegel im normalen Bereich 
liegt[124]. Die hier vorgestellte Hypothese liefert damit ein Erklärungsmodell für den 
Zusammenhang zwischen IgAD und niedriger Treg Zahl, da durch fehlendes IgA 
möglicherweise weniger nTregs im Thymus gebildet werden. 
Im Gegensatz dazu wird in der Literatur eine umgekehrte Kausalität diskutiert. Dabei ist nicht 
die niedrige Treg-Zahl eine folge der IgA-Defizienz, sondern eine verminderte Treg-Zahl führt 
dazu, dass weniger IgA gebildet wird. Hierbei wird davon ausgegangen, dass Tregs durch die 
Sezernierung bestimmter Zytokine den Klassenswitch zum IgA fördern und somit die Bildung 
von IgA-produzierenden Plasmazellen in der Mukosa begünstigen. Inwieweit Tregs essentiell 
für die IgA-Produktion, in der Mukosa und im Knochenmark sind, ist jedoch noch nicht 
geklärt und wird kontrovers diskutiert (siehe Zusammenfassung in Soheili et al.[124]).  
Die vielen offenen und ungeklärten Fragen bezüglich der IgA-Defizienz machen eine auf der 
Literatur basierende Einschätzung hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit der in dieser Arbeit 
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postulierten Hypothese jedoch schwierig. Ob und inwieweit IgA als Transporter für Antigene 
zum Thymus dient, konnte mit den hier eingesetzten Methoden nicht ermittelt werden. 
Deutlich wurde aber, dass zur Beantwortung dieser Fragestellung die Herstellung von 
spezifischen IgA-Molekülen unerlässlich ist. Außerdem müssten, wie schon erwähnt, andere 








Gegenstand dieser Arbeit waren Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses von HAV sowie 
von IgA auf die Ausdifferenzierung von Blut- bzw. Immunzellen. 
Während einer HAV-Infektion kommt es häufig zur transienten Suppression der 
Hämatopoese. HAV hemmt in vitro die Monozyten-zu-Makrophagen-Differenzierung. 
Möglicherweise ist diese Störung ursächlich für die gestörte Blutbildung, da Makrophagen 
des Knochenmarks zur Aufrechterhaltung einer ausgeglichenen Hämatopoese beitragen. Um 
gezielt untersuchen zu können, inwieweit sich eine vermutete HAV-Infektion von Monozyten 
auf die Makrophagen-Differenzierung auswirkt, wurde versucht, das Virus an monozytäre 
Zelllinien anzupassen. Jedoch konnte durch keine der eingesetzten Virus-Varianten, der 
verschiedenen Inokulierungsschemata und Zelllinien eine Infektion der Monozyten erzielt 
werden. Dies lässt vermuten, dass das Virus auch in vivo nicht zu einer Infektion von 
Monozyten führt und möglicherweise die Bindung des Virus an die Zellen ausreicht, um mit 
deren Funktion zu interferieren. Als möglicher alternativer Mechanismus für eine Inhibierung 
der Monozyten/Makrophagen-Funktion wurde daraufhin das Expressionmuster Siglec-7 und -
9 untersucht, da bereits beschrieben wurde, dass eine Inkubation von Monozyten mit HAV 
eine Hochregulierung dieser inhibierend wirkenden Moleküle auslöst. Dieser Effekt konnte 
hier jedoch weder für Zelllinien, noch für primäre periphere Monozyten beobachtet werden. 
Des Weiteren sollte die Hypothese, dass IgA als Transportmolekül für antigene Substanzen 
zum Thymus dient, überprüft werden. Über diesen Trägermechanismus könnten Antigene für 
den Selektionsprozess im Thymus bereitgestellt werden und so die Bildung von T-Zellen, die 
beispielsweise gegen harmlose Fremdantigene gerichtet sind, verhindert werden. Es wurde 
untersucht, inwieweit eine Komplexierung verschiedener Substanzen (HAV, 
Salmonella enteritidis und gadoliniummarkierte Moleküle) mit IgA das Verteilungsmuster im 
Mausorganismus und den Transport zum Thymus bzw. zur thymusumgebenden Region 
beeinflusst. IgA/HAV-Komplexe reicherten sich, im Vergleich zu freiem HAV, nach i. p. 
Injektion im thymusumgebenden Gewebe an. Für Salmonella wurde jedoch der gegenteilige 
Effekt beobachtet. Im Thymus selbst ließen sich keine Antigene nachweisen. Der Einsatz von 
kontrastmittelgekoppelten Molekülen zeigte (bis auf die Harnblase), keine Organ spezifische 
Akkumulation der Substanzen oder Immunkomplexe. Mit den hier erzielten Ergebnissen kann 
die Hypothese somit weder unterstützt noch widerlegt werden. So ist der Einsatz von weiteren 
Antigenen bzw. weiteren spezifischen IgA Antikörpern sowie differenzierter Methoden zur 
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7.1 Synthesevorschriften der gadoliniumhaltigen Antigene 
Alle Synthesen wurden von Markus Plaumann, Otto-von-Guericke Universität Magdeburg, 
durchgeführt. 













































In einem 50 mL Rundkolben wurden 0,0931 g (0,510 mmol) L-Lysinmonohydrochlorid mit 
0,2870 g Natriumhydrogencarbonat versetzt und in 3 ml Wasser gelöst. Nach Zugabe von 
0,0637 g (0,255 mmol) CuSO4 x 5 H2O und weiteren 2 ml H2O lag der pH-Wert der blauen 
Lösung bei 6,78. Durch Zugabe von Natriumcarbonat wurde ein pH-Wert von 10,38 
eingestellt und mittels 10 M NaOH-Lösung auf 11,89 erhöht. Anschließend wurden 0,1265 g 
2,4-Dinitrobenzolsulfonsäurehydrat hinzugegeben. Der pH-Wert wurde sofort geprüft und mit 
10 M NaOH auf pH 12,00 eingestellt. Die grüne Suspension ließ man über Nacht rühren. Der 
gebildete grüne Niederschlag wurde abfiltriert und mehrmals mit kaltem Wasser gewaschen. 
Die wässrige Phase wurde verworfen. Der Niederschlag ist löslich in DMF und DMSO. 
 
MS (ESI, CS 50, DMF) positiv: 708 [M+Na]+. 











0,0800 g (0,113 mmol) des grünen Bis(L-Lysin-2,4-dinitrobenzols)-Cu-Komplexes wurde in 
5 mL DMF gelöst und mit 3 ml H2O verdünnt. Die Reaktionslösung wurde auf 100 °C 
erwärmt und mit 280 µL Essigsäure versetzt. Anschließend wurden 0,0085 g (0,113 mmol) 
Thioacetamid zugegeben und man erwärmte weitere 3 Stunden (100 °C, unter Rückfluss). 
Aus der Lösung fiel ein schwarzer Niederschlag aus, welcher im Anschluss noch heiß 
abfiltriert wurde. Das Lösungsmittel der erhaltenen gelben Lösung wurde im 
Ölpumpenvakuum mit zwischengeschalteter Kühlfalle entfernt.  
 
1H-NMR (360 MHz, CDCl3): ? = 8,98 ppm (dd, 1H, CH(C(NO2))2), 8,23 ppm (s, 1H, 
CH(C(NO2)), 7,12 ppm (d, CH(C(NH)), 3,49 ppm (m, -CH2-CH2-CH-), 3,47 ppm (-NH-CH2-
CH2-), 1,73/1,51 ppm (md, -CH2-CH2-CH-/-NH-CH2-CH2-). 
 
13C-NMR (90 MHz, CDCl3): ? = 174,7 ppm (-COOH), 149,8 ppm (Cq-NH-), 136,9 ppm 
((CH)2-C-NO2), 132,3 ppm (C(NH)-C-NO2), 131,13 ppm (CH(C(NO2))), 124,8 ppm 
(CH(C(NO2))2), 115,8 ppm (CH(C(NH))), 55,2 ppm (-CH2-CH2-CH-), 44,0 ppm (-NH-CH2-
CH2-), 31,4 ppm (-CH2-CH2-CH-), 29,5 ppm (-NH-CH2-CH2-), 23,6 ppm (-CH2-CH2-CH-). 
 
MS (ESI, CS 100, CH3OH) positiv: 335 [M+Na]+, 313 [M+H]+.  


















In einem 25 mL Rundkolben wurden 0,150 g (0,481 mmol) 2-Amino-6-(2,4-
dinitroanilin)hexansäure in einem Gemisch aus 5 mL Acetonitril und 2 mL trockenem 
Dimethylformamid gelöst. Die Lösung wurden unter Stickstoffatmosphäre mit 67 µL (0,481 
mmol) Triethylamin versetzt und im Eisbad auf 0 °C herabgekühlt. Tropfenweise wurden 
über einen Zeitraum von 20 Minuten 44,5 µL (0,0971 g, 0,481 mmol) Bromessigsäurebromid 
zugegeben. Das Gemisch wurde 60 Minuten bei einer Temperatur von 0 °C gerührt und nach 
langsamem Erwärmen auf Raumtemperatur weitere 2 Stunden gerührt. Das Lösemittel wurde 
im Ölpumpenvakuum abgezogen und der Rückstand zunächst einmal mit 8 mL gesättigter 
K2CO3-Lösung und anschließend zweimal mit je 4 mL kaltem Wasser gewaschen. 
?
MS (ESI, CS 30, CH3OH) positiv: 433 [M+H]+. 

















IV. Darstellung des 1,4,7,10-Tetraazatricyclo[5.5.1.0]tridecan 
 
 
Eine Lösung von 0,5396 g (3,132 mmol) 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan und 0,4785 mL 
(3,602 mmol, 0,4292 g) N,N-Dimethylformamidedimethylacetal wurde in Toluol auf 120 °C 
unter Stickstoffatmosphäre für 2 Stunden erhitzt. Im Ölpumpenvakuum wurde zunächst das 
gebildete Methanol aus der Lösung abgezogen und anschließend erfolgte der Abzug des 
Toluols im Ölpumpenvakuum unter Erwärmung auf max. 70 °C. 
 
1H-NMR (360 MHz, CDCl3): ? = 4,18 ppm (s, 1H, CH), 2,63 ppm (m, 16H, CH2), 1,46 ppm 
(s, 1H, NH).  
 
13C-NMR (90 MHz, CDCl3): ? = 101,1 ppm (CH), 57,9 – 48,1 ppm (CH2).  
 
MS (ESI, CS 50, DMF) positiv: 183 [M+H]+. 
 





















0,5572 g (3,057 mmol) 1,4,7,10-Tetraazatricyclo[5.5.1.0]tridecan wurden in einem Eis/NaCl-
Bad auf -4 °C herabgekühlt und mit 6 mL eines Methanol-Wasser-Gemisches, bestehend aus 
3 mL MeOH und 3 mL H2O, tropfenweise versetzt. Anschließend erwärmte man langsam auf 
Raumtemperatur und ließ das Gemisch für weitere 4 Stunden rühren. Im Ölpumpenvakuum 
wurde das Lösungsmittelgemisch mit zwischengeschalteter Kühlfalle abgezogen. Zurück 
blieb das 1-Formyl-1,4,7,10-tetraazatricyclododecan als weiß-gelber Feststoff. 
 
1H-NMR (360 MHz, CDCl3): ? = 8,15 ppm (s, 1H, CHO, NOE zu CH2 bei 3,45), 3,51 ppm 
(t, ?3JHH’?= 5,34 Hz , 2H, CH2), 3,45 ppm (t, ?3JHH’?= 5,22 Hz, 2H, CH2), 2,79 ppm (t, 
?3JHH’?= 5,28 Hz, 2H, CH2), 2,76 ppm (t, ?3JHH’?= 5,28 Hz, 2H, CH2), 2,74 ppm (t, ?3JHH’?= 
5,28 Hz, 2H, CH2), 2,66 ppm (t, ?3JHH’?= 5,28 Hz, 2H, CH2), 2,64 ppm (4H, CH2).  
 
13C-NMR (90 MHz, CDCl3): ? = 164,6 ppm (CHO), 50,2 ppm (CH2), 48,3 ppm (CH2), 47,8 
ppm (CH2), 47,2 ppm (CH2), 47,1 ppm (CH2), 45,6 ppm (CH2), 44,1 ppm (CH2), 43,5 ppm 
(CH2). 
 
MS (ESI, CS 50, CH3OH) positiv: 423 [2M+Na]+, 223 [M+Na]+, 201 [M+H]+. 
 








VI. Darstellung der 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1-carbaldehyds-1,4,7,10-trisessig-




3,13 mmol des 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1-carbaldehyds wurden in 7 mL THF gelöst 
und mit 0,135 mL (9,705 mmol) trockenem Triethylamin versetzt. Nach dreißigminütigem 
Rühren bei Raumtemperatur wurden 1,43 mL Bromessigsäure-tertbutylester unter 
Stickstoffatmosphäre zugetropft. Nach zweitägigem Rühren wurde der weiße Niederschlag 
abfiltriert und das Lösungsmittel im Ölpumpenvakuum entfernt. Man erhielt 1,247 g der 
1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1-carbaldehyds-4,7,10-trisessigsäure. 
 
1H-NMR (360 MHz, CDCl3): ? = 8,13 ppm (s, 1H, CHO, NOE zu CH2 bei 3,41), 3,47 ppm 
(t, ?3JHH’?= 5,36 Hz , 2H, CH2), 3,41 ppm (t, ?3JHH’?= 5,17 Hz, 2H, CH2), 3,33 ppm (s, 4H, 
-CH2-COO), 3,25 ppm (s, 2H, -CH2-COO), 2,91 ppm (t, ?3JHH’?= 5,30 Hz, 2H, CH2), 
2,80 ppm (t, ?3JHH’?= 5,31 Hz, 2H, CH2), 2,76 ppm (t, ?3JHH’?= 5,28 Hz, 2H, CH2), 2,68 ppm 
(t, ?3JHH’?= 5,27 Hz, 2H, CH2), 2,49 ppm (4H, CH2), 1,45 ppm (s, 18H, CH3 -tert-Butyl), 
1,44 ppm (s, 9H, CH3-tert-Butyl). 
 
13C-NMR (90 MHz, CDCl3): ? = 170,8 ppm (-COO-tert-Butyl), 170,2 ppm (COO-tert-
Butyl), 165,2 ppm (CHO), 80,8 ppm (O-Cq ), 58,1 ppm (CH2), 51,6 ppm (CH2), 49,1 ppm 
(CH2), 48,5 ppm (CH2), 49,1 ppm (CH2), 47,8 ppm (CH2), 28,1 ppm (CH3-tert-Butyl), 
28,1 ppm (CH3-tert-Butyl). 
 
MS (ESI, MeOH) positiv: 543 [M+H]+. 











1,247 g (2,297 mmol) 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1-carbaldehyds-4,7,10-trisessigsäure 
wurde in einem Gemisch aus 5 mL Methanol und 1 mL Wasser gelöst und nach Zugabe von 
100 μL konz. HCl vier Tage bei Raumtemperatur gerührt. Nach Abzug des 
Lösungsmittelgemisches im Ölpumpenvakuum erhielt man ein gelbes Öl, welches in Toluol 
aufgenommen wurde. 0,9825 g (1,909 mmol) des tert-Butyl geschützte DO3A-
Ligandensystem wurde durch Umkristallisation (5 Tage) in hoher Reinheit gewonnen. 
 
1H-NMR (360 MHz, CDCl3): ? = 3,36 ppm (s, 4H, -CH2-), 3,27 ppm (s, 2H, -CH2-), 2,94 
ppm (t, 4H, -CH2-), 2,84 ppm (t, 4H, -CH2-), 2,71 ppm (t, 4H, -CH2-), 1,44 ppm (s, 18H, CH3 
-tert-Butyl), 1,43 ppm (s, 9H, CH3-tert-Butyl). 
 
13C-NMR (90 MHz, CDCl3): ? = 170,7 ppm (-COO-tert-Butyl), 170,1 ppm (-COO-tert-
Butyl), 80,5 ppm (O-Cq), 58,1 ppm (CH2), 51,6 ppm (CH2), 49,3 ppm (CH2), 48,6 ppm (CH2), 
48,0 ppm (CH2), 45,2 ppm (CH2), 28,2 ppm (CH3-tert-Butyl), 28,1 ppm (CH3-tert-Butyl). 
 
MS (ESI, CH3OH) positiv: m/z = 515 [M+H]+. 













In einem 25 ml Rundkolben wurden unter Stickstoffatmosphäre 500 mg (0,971 mmol) tert-
Butyl geschütztes DO3A in 10 mL trockenem CH3CN gelöst. Nach Zugabe von 161 mg 
(1,17 mmol) K2CO3 ließ man die Suspension 30 min bei Raumtemperatur rühren. 
Anschließend ließ man 505 mg (1,17 mmol) der 2-[(2-Bromacetyl)amino]-6-(2,4-
dinitroanilin)hexansäure gelöst in 7 mL CH3CN über einen Zeitraum von 2 Stunden 
zutropfen. Die Reaktionslösung wurde 40 Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Mittels 
Ölpumpenvakuum wurden nach Ablauf dieser Zeit alle flüchtigen Bestandteile entfernt. Nach 
Zugabe von 5 mL CDCl3 wurde der Rückstand dreimal gegen jeweils 5 mL bidest. Wasser 
extrahiert. Die organische Phase wurde über Nacht über Na2SO4 getrocknet. Der Feststoff 
wurde abzentrifugiert und das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer im 
Wasserstrahlvakuum abgezogen. Das Produkt wurde als schwach gelber Rückstand erhalten. 
Dieser Rückstand wurde in einem Lösemittelgemisch, bestehend aus 2 Teilen CH2Cl2 und 3 
Teilen CH3OH, gelöst und säulenchromatographisch aufgereinigt. Nach Abzug des 
Lösemittelgemisches im Ölpumpenvakuum erhielt man einen beigefarbenen Rückstand. 
 
MS (ESI, CH3OH) positiv: - 















0,300 g (0,346 mmol) des tert-Butyl geschützten Ligandensystems wurde in 2 mL DMF 
gelöst und mit 4 mL konzentrierter Trifluoressigsäure versetzt. Nach vierstündigem Rühren 
bei Raumtemperatur wurde das Lösungsmittel sowie überschüssige Trifluoressigsäure im 
Ölpumpenvakuum entfernt. Der entschützte Ligand (6-(2,4-Dinitroanilin)-2-[[2-[4,7,10-
tris(carboxymethyl)-1,4,7,10-tetrazacyclododec-1-yl]acetyl]amino]hexansäure) wurde in 
10 mL dest. Wasser gelöst und mit 0,129 g (0,346 mmol) GdCl3 x 6 H2O versetzt. Mit 0,1 M 
Natronlauge stellte man einen pH-Wert von 6,8 ein. Nach Aufreinigung mittels 
Ionenaustauschers wurde das Wasser mittels Gefriertrocknungsanlage über Nacht entfernt. 
 
1H-NMR (360 MHz, CD3OD): paramagnetisch. 
13C-NMR (90 MHz, CD3OD): paramagnetisch. 
 
MS (ESI, CH3OH) positiv: - 










7.1.2 Darstellung des GdAgA (Bis(2-amino-6-(2,4-
dinitroanilin)hexansäure)-Gd-DTPA-Komplex) 
 
I. Darstellung des DTPA-Bisanhydrids 
 




















357,32 g/mol  
In einem 50 ml Rundkolben wurden 10,00 g (26 mmol) DTPA, 11 ml (116 mmol) 
Essigsäureanhydrid und 13 ml (162 mmol) Pyridin bei 65°C für 24 h unter Rückfluss gekocht. 
Anschließend wurde die hellbraune Lösung dreimal mit je 30 ml Acetonitril und dreimal mit 
je 30 ml Ether gewaschen. Man erhielt einen weißen Rückstand, der im Ölpumpenvakuum 
getrocknet wurde.  
 
1H-NMR (360 MHz, DMSO-d6): ? =3,71 ppm (s, 4H CH2 im Ring), 3,31 ppm (s, 2H, CH2 an 
COOH), 2,75 ppm (t, 4H, -CH2), 2,59 ppm (t, 4H, -CH2). 
 
13C-NMR (90 MHz, DMSO-d6): ? = 171,9 ppm (-COOH), 165,7 ppm (C=O im Ring)m, 54,5 
ppm (CH2 an COOH), 52,5 ppm (CH2 im Ring), 51,7 ppm (CH2), 50,6 ppm (CH2). 
 
MS (ESI, DMF) positiv: 737 [2M+Na]+, 398 [M+H2O+Na]+, 380 [M+Na]+, 358 [M+H]+. 
MS (ESI, DMF) negativ: 713 [2M-H]-, 374 [M-H+H2O]-, 356 [M-H]-. 
 
















0,174 g (0,556 mmol) 2-Amino-6-(2,4-dinitroanilin)hexansäure (siehe Punkt 7.1.1 I & II) und 
0,100 g (0,278 mmol) DTPA Bisanhydrid wurden in 8 ml trockenem DMF unter 
Stickstoffatmosphäre gelöst und auf 70 °C erhitzt. Nach Erreichen der Temperatur ließ man 
weitere 4 Stunden bei dieser Temperatur rühren. Anschließend wurde aus der goldgelben 
Lösung das DMF im Ölpumpenvakuum mit Kühlfalle entfernt. Es bildete sich ein gelber 
Feststoff. 
 
MS (ESI, CS 80, DMF) positiv: 1042 [M-H+Na+K]+, 1026 [M-H+2Na]+, 1020 [M+K]+, 
1004 [M+Na]+, 982 [M+H]+. 


















III Darstellung des GdAgA (Bis(2-amino-6-(2,4-dinitroanilin)hexansäure)-Gd-DTPA-
Komplex) 
 
GdCl3 x 6 H2O
 
 
In einem 50 mL Rundkolben wurden 0,100 g (0,102 mmol) Bis(2-amino-6-(2,4-
dinitroanilin)hexansäure)-DTPA Liganden in einem 5 mL Wasser gelöst und mit 0,0378 g 
(0,102 mmol) GdCl3·6 H2O versetzt. Der pH-Wert sank auf 1,8. Mit 0,1 M NaOH wurde ein 
pH-Wert von 6,8 eingestellt. Nach der Entsalzung der farblosen Lösung mittels 
Ionenaustauschers wurde zunächst das Ethanol aus dem Lösungsmittelgemisch im 
Ölpumpenvakuum entfernt und anschließend das Wasser mittels Gefriertrocknung über Nacht 
abgezogen.  
 
1H-NMR (360 MHz, CD3OD): paramagnetisch. 
13C-NMR (90 MHz, CD3OD): paramagnetisch. 
 
MS (ESI, CH3OH) positiv: - 
















7.1.3 Darstellung des GdOVA (DNP-Ovalbumin-Gd3+-Komplex) 
 
I. Darstellung des DNP-Ovalbumin (DNP-OVA) 
In einem 25 mL Rundkolben wurden 0,102 g Ovalbumin, 0,104 g K2CO3 und 0,105 g 2,4-
Dinitrobenzolsulfonsäurehydrat in 5 mL bidestilliertem Wasser gelöst und unter 
Lichtausschluss über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Nach Abzug des Lösungsmittels 
durch Gefriertrocknung wurde der Rückstand in 10 mL bidestilliertem Wasser aufgenommen 
und mittels 48-stündiger Dialyse gegen PBS gereinigt.  
 
II. Darstellung des GdOVA (DNP-Ovalbumin-Gd3+-Komplex) 
Im ersten Schritt wurde eine wässrige 0,03M GdCl3 x 6 H2O-Lösung angesetzt. Des Weiteren 
wurden in einem 50 mL Weithalsrundkolben 10 mL einer wässrigen alkalischen (pH 10,2) 
DNP-Ovalbumin-Lösung gefüllt. Zu dieser Lösung gab man in kleinen Schritten unter Rühren 
jeweils 100 µL der Gd3+-Stammlösung. Der pH-Wert blieb konstant. Bei Eintritt einer 
leichten Trübung wurde mit 1 M HCl-Lösung ein pH-Wert von 7,26 eingestellt. Die erhaltene 
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